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Odziv SOS je inducibilen sistem, ki pri bakterijah skrbi za strukturo in integriteto genoma. 
Sproži se zaradi poškodb genomske DNA in omogoča popravljanje tudi z vnašanjem 
napak, kar omogoča preživetje in podvajanje celic v stresnih razmerah v okolju 
(Maslowska in sod., 2018). Zaradi dovoljenih mutacij je regulacija sistema zapletena, 
ključna pa sta proteina LexA, ki deluje kot represor in RecA, ki deluje kot induktor sistema 
(Zhang in sod., 2010). 
 
Odziv SOS sprožijo tudi subletalne doze antibiotikov, kar povzroča nastanek mutacij, 
cepitev fagnih represorjev, horizontalni prenos temperatnih fagov in otokov patogenosti. 
Ker ne deluje tarčno, temveč na celotno DNA, lahko en antibiotik povzroči razširitev 
odpornosti proti številnim antibiotikom (Butala in sod., 2009). Eksperimenti kažejo, da 
lahko s spreminjanjem lastnosti LexA, tako da postane necepljiv, preprečimo indukcijo 
odziva SOS in s tem zmanjšamo razvoj odpornosti proti antibiotikom pri patogenih sevih 
(Cirz in sod., 2005). 
 
Alternativna oblika zdravljenja so fagne terapije, kjer bakteriofagi okužijo in ubijejo 
bakterije, odporne proti več antibiotikom. Težava iskanja ustreznih učinkovitih in varnih 
bakteriofagov za uporabo je rešljiva s sintezo umetno konstruiranih bakteriofagov 
(Weynberg in Jaschke, 2020). Eksperimenti kažejo uspešno delovanje kombiniranih terapij 
z antibiotiki in bakteriofagi, ki imajo za tarče tudi neesencialne dele celic in celična 
omrežja, ki jih antibiotiki ne napadejo. Modifikacija, ki omogoči, da bakteriofag sproži 
prekomerno ekspresijo LexA, okrepi delovanje antibiotika in poveča število uničenih 
bakterij (Lu in Collins, 2009).  
 
Ob sproženem odzivu SOS se sproži tudi prehod iz lizogenega v litičen cikel nekaterih 
bakteriofagov, tudi bakteriofaga GIL01. Bakteriofag GIL01 okužuje seve bakterije 
Bacillus thuringiensis. Za regulacijo litičnega/lizogenega stikala ne uporablja lastnega 
transkripcijskega represorja, temveč uporablja protein LexA. Pri tem je pomemben produkt 
sedmega odprtega bralnega okvirja GIL01, protein gp7. Gp7 se veže direktno na LexA in 
zveča afiniteto LexA do operatorskih mest v regiji promotorja P1 bakteriofaga GIL01, ter 
tako prepreči prehod v litični cikel (Fornelos in sod., 2016). Protein gp7 je tako inhibitor 
odziva SOS in pomemben za delovanje faga in bakterije, saj inhibicija poteka do 
določenega praga stopnje poškodb DNA, nad tem pragom se sproži prehod GIL01 v litični 
cikel, ki se tako sprosti iz terminalno poškodovane celice (Fornelos in sod., 2015). 
 
Celične stene bakterij omejujejo vstop tujim molekulam iz okolja v celico, a obstajajo 
primeri vnosa proteinov s peptidi. Večinsko so uspešni pri evkariontskih celicah, a so v 
eksperimentu dokazali, da obstajajo peptidne sekvence, ki so specifične za nekatere vrste 
bakterij in omogočijo vstop proteinov v celico (Rajarao in sod., 2002). Uporaba 
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terapevtskih proteinov, ki bi vstopali v bakterijo in vplivali na protein LexA in posledično 
na odziv SOS, še ni bila preizkušena.  
 
1.1 NAMEN DELA  
Cilj magistrske naloge je bil pripraviti rekombinantne proteine gp7 in DdrR s signalnimi 
sekvencami, pridobiti zadostno koncentracijo rekombinatnih proteinov, jih ustrezno očistiti 
in preveriti, ali protein gp7 z ali brez signalne sekvence prehaja celično steno bakterije 
Bacillus thuringiensis serovar israelensis. V ta namen smo zasnovali test vstopa proteina 
gp7 v bakterijo z analizo aktivnosti promotorja P1 bakteriofaga GIL01 sklopljenega s 
poročevalskim genom za encim β galaktozidaza brez nativnega promotorja. Omembe 
vredno je, da gp7 z vezavo na LexA zavre aktivnost promotorja P1.  
 
1.2 DELOVNI HIPOTEZI 
- V primeru sklopitve amino-terminalnega konca proteina gp7 s peptidnim 
zaporedjem YKKSNNPFSD, bo sklopljeni protein prosto prehajal v bakterijo 
Bacillus thuringiensis serovar israelensis. 
- Protein gp7 bakteriofaga GIL01 je vsaj nekaj ur (pri 30 °C) stabilen v izrabljenem 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ODZIV SOS 
Uravnavanje sprožitve prepisa genov je pomembna kontrolna točka, ki omogoča ustrezen 
odziv bakterij na razmere v okolju. Produkti genov odziva SOS omogočajo strukturno ter 
funkcionalno integriteto genoma bakterij v stresnih okoljih, ki izzovejo poškodbe 
genomske DNA (Butala in sod., 2009). Sistem je bil odkrit v bakteriji Escherichia coli. V 
okolju je veliko dejavnikov, ki lahko poškodujejo DNA in jih ločimo na fizične 
(ionizirajoče sevanje, UV svetloba) in kemične (alkilirajoči in oksidirajoči agensi, …). 
Poleg tega v celičnem metabolizmu nastajajo stranski produkti in intermediati, ki ravno 
tako lahko poškodujejo DNA (npr. reaktivni kisikovi radikali). Vsi potencialno ogrožajo 
integriteto organizmovega genoma, saj nepopravljene poškodbe DNA lahko vodijo v 
delecijske mutacije in celično smrt. Za varovanje dednega zapisa so bakterije evolucijsko 
razvile mehanizme popravljanja poškodovane DNA, med njimi tudi odziv SOS. Številni 
encimi tega odziva omogočajo popravilo DNA ter tudi popravljanje z vnašanjem napak, 
kar omogoča preživetje v spreminjajočem okolju in podvajanje, kljub poškodbam v zapisu. 
Po sprožitvi odziva so omogočene uvedbe mutacij, zato je uravnava tega sistema 
kompleksna (Maslowska in sod., 2018). 
 
Odziv SOS sproži enoverižna DNA. Enoverižni odseki DNA nastanejo, ko na primer 
DNA-polimeraza zastane na eni verigi, replikativna helikaza pa nadaljuje z odvijanjem 
DNA (Maslowska in sod., 2018). Odziv sprožijo tudi napake pri rekombinaciji ali tekom 
segregacije kromosomov (Butala in sod., 2009). Tudi med horizontalnim prenosom, ko je 
enoverižna DNA prisotna tako pri transformaciji kot konjugaciji, tak prenos vzbudi odziv 
SOS (Maslowska in sod., 2018). Pri regulaciji sta ključna dva proteina: LexA, represor 
odziva, in RecA, ki deluje kot induktor (Zhang in sod., 2010). 
 
Odziv SOS v bakteriji E. coli sproži povečano ekspresijo več kot 50 genov kot odziv na 
poškodbe DNA, kot so homologna rekombinacija, zaustavitev celičnega cikla, popravljanje 
z izrezovanjem, …  Pri poškodbi se tudi poveča ekspresija genov, ki so neodvisni od 
LexA. Ob indukciji regulona LexA se geni različno inducirajo, a ne vsi ob istem času in na 
istem nivoju. Odziv je namreč močno povezan in sinhroniziran glede na količino poškodb 
in pretečenega časa od poškodbe (Courcelle in sod., 2001). Prvi inducirani geni so uvr za 
izrez poškodovanih nukleotidov, sledijo recA in geni, ki so potrebni za homologno 
rekombinacijo. Nato sledijo polB in dinB, ki kodirajo DNA-polimerazo II in IV. Če pa so 
bile poškodbe zelo obsežne in ne v celoti popravljene, je inducirana DNA-polimeraza V, ki 
tako kot polimerazi II in IV lahko popravlja tudi z vnašanjem napak, kar povzroči nove 
mutacije, a omogoči nadaljno replikacijo genoma in preživetje celice ter potomcev 
(Courcelle in sod., 2001, Henrikus in sod., 2018). 
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2.2 PROTEINA LexA IN RecA 
 
Monomer LexA je zgrajen iz dveh povezanih domen,  N-terminalne domene (NTD), ki se 
veže na tarčna nukleotidna zaporedja in C-terminalne katalitične domene (CTD), ki med 
drugim omogoča homodimerizacijo proteina (Zhang in sod., 2010). LexA je transkripcijski 
represor, ki z vezavo na operatorska mesta v promotorskih področjih genov SOS prepreči 
vezavo RNA-polimeraze na elemente promotorjev in s tem utiša prepis genov (Walker, 
1984). Derepresija genov regulona LexA se zgodi po disociaciji LexA z DNA. Ko so 
poškodbe DNA popravljene, koproteazna aktivnost RecA izgine in molekulam LexA je 
omogočena ponovna reakumulacija in vezava na tarčna mesta (Butala in sod., 2009). LexA 
najprej tvori nespecifične interakcije z nukleotidi, kasneje pa vzpostavi specifično 
interakcijo na operatorskem mestu. Interakcije med dimerizacijskima domenama v LexA 
homodimeru stabilizirajo vezavo represorja na DNA (Zhang in sod., 2010). LexA regulira 
tudi gene, ki niso del SOS-regulona in sicer sodeluje pri indukciji bakteriofagov, 
premikanju otokov patogenosti in ekspresiji virulentnih dejavnikov in bakteriocinov 
(Fornelos in sod., 2016).  
 
Tudi sam lexA je SOS-gen, ki se ob indukciji stalno prepisuje. To omogoča, da se takoj, ko 
se DNA popravi in izgine signal, ki inducira prepis genov SOS, LexA lahko reakumulira in 
zavre prepis genov SOS (Walker, 1984). V neinducirani celici je prisotnih 1300 molekul 
LexA, od tega je 20 % prostih, nevezanih na DNA (Sassanfar in Roberts, 1990). 
 
RecA je ključen za rekombinacijo, popravljanje in vzdrževanje DNA. Regulira sintezo in 
aktivnost proteinov SOS, vključen je v mutagenezo in sodeluje pri rekombinaciji. 
Homologi RecA so prisotni v vseh organizmih od bakterij do ljudi. Pri ljudeh je homolog 
imenovan RAD51 (Cox, 2007, Maslowska in sod., 2018). RecA je majhen protein, 
sestavljen iz 352 aminokislinskih ostankov. V neinducirani celici je prisotnih 7000 molekul 
(Sassanfar in Roberts, 1990). Sestavljen je iz sredice ter C- in N-terminalnega dela. Sredica 
ima ATP vezavno mesto. RecA se kot dimer veže na enoverižno DNA in se nato 
podaljšuje v filament. Hidroliza ATP-ja vezanega v filamentu RecA ni potrebna za cepitev 
LexA (Maslowska in sod., 2018).  
 
RecA deluje kot koproteaza, ki stimulira samocepitev LexA in podobnih proteinov UmuD 
in homologov (Walker, 1984). Veže se na enoverižno molekulo DNA in se v prisotnosti 
ATP-ja in Mg
2+ 
pretvori v aktivno obliko. Aktivni filament RecA stimulira samocepitev 
LexA na specifičnem mestu v sredini proteina (Ala84-Gly85) in s tem ločitev CTD od 
NTD LexA in deaktivacijo proteina. Afiniteta do DNA se zmanjša in zaradi cepitve so 
izpostavljeni aminokislinski ostanki, ki jih prepozna proteaza ClpXP. RecA s tem aktivira 
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2.3 BAKTERIOFAG GIL01  
 
GIL01 je temperatni fag, ki se ne integrira v genom gostitelja, temveč obstaja kot 
samostojna linearna enota v celici. Okužuje bakterijo Bacillus thuringiensis (Fornelos in 
sod., 2011). Bacillus thuringiensis je aerobna gram-pozitivna bakterija, ki tvori spore ter 
sprošča toksine. Znana je kot zelo uspešen mikrobni insekticid proti raznim škodljivcem v 
agrikulturi in nadzoru komarjev. Uporablja se kot biološki nematocid, saj se bakterije po 
okužbi podvajajo v prebavnem traktu nematod. Vrsta ima pozitiven vpliv na rast in razvoj 
rastlin, saj kolonizira tudi rastlinske korenine (Jouzani in sod., 2017).  
 
Temperatni fagi lahko preklapljajo med dvema razvojnima potema, lizogenim in litičnim 
ciklom. Če so v litičnem ciklu, se fagni genom podvojuje in se izražajo geni, katerih 
produkt so strukturne komponente za tvorbo kapside. Ta cikel se vedno konča s propadom 
gostiteljske celice in sprostitvijo novonastalih virusov v okolje. Za lizogen cikel pa je 
najprej potrebna represija litičnega cikla in takrat se genom faga prepisuje skupaj z 
gostiteljevim, lahko integriran v njegov genom ali kot samostojna enota. Tak fag se med 
podvajanjem deduje, dokler ne nastopi litičen cikel kot odgovor na spremembe v 
gostiteljevi celici (Feiner in sod., 2015). 
 
GIL01 je v Bacillus thuringiensis aktiviran s poškodbami DNA, ki jih povzročajo npr. UV 
sevanje ali mitomicin C. GIL01 spada v družino Tectiviridae (Caveney in sod., 2019). 
Velik je 15 kbp in kot profag obstaja v linearni obliki v celici ter se podvaja skupaj z njo. 
Za regulacijo vzpostavitve lizogenega cikla je odgovoren protein gp7 (Slika 1). Aktivacijo 
litičnega cikla sproži odziv SOS.  LexA se veže na operator dinBox1 (»damage inducible 
Box«). Ob mutaciji tega operatorja GIL01 ne obstaja kot temperatni fag. Zaporedje 
dinBox1 se nahaja med promotorjema P1 in P2, ki regulirata ekspresijo genov, ki so 
pomembni za razvoj in vzdrževanje lizogenega stanja. V genomu GIL01 sta še dinBox2 in 
dinBox3, ki sta regulirana s promotorjem P3, kjer se nahajajo geni, pomembni za litični 
cikel (Fornelos in sod., 2011, Fornelos in sod., 2015). 
 
GIL01 ima dve funkcionalni domeni, saj so geni s podobno funkcijo blizu skupaj. Vsi geni 
so prepisani v isti smeri. Odprti bralni okvirji se tudi prekrivajo. Leva stran je dolga 4,8 
kbp in vsebuje gene, pomembne za replikacijo in regulacijo (DNA-polimeraza, proteini z 
vezavnimi domenami za DNA, …). Desna stran je daljša s prisotnimi geni za strukturne 
elemente in endolizine, ki sodelujejo pri degradaciji celične stene. Regulatorni elementi 
DNA ležijo – 10 in – 35 nukleotidov navzgor od transkripcijskih začetkov (P1, P2, P3) 
(Fornelos in sod., 2011). 
 
Pri GIL01 so za vzpostavitev in regulacijo lizogenega cikla pomembni dinBox1, ORF1 in 
ORF7. Protein gp7 interagira z LexA in mu omogoči, da zasede vsa mesta v regiji dinBox1 
P1 ter tako omogoči lizogeni cikel. Indukcija GIL01 je odvisna tudi od proteina RecA in 
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posredno povezana z odzivom SOS. LexA regulira tudi P3 z vezavo na operatorja in 
posledično s preprečevanjem začetka transkripcije. LexA je uporabljen kot notranji senzor 




Slika 1: Shematski prikaz sinteze in vloge proteina gp7 ob vstopu bakteriofaga GIL01 v bakterijo B. 
thuringiensis. Bakteriofag GIL01 okuži bakterijo B. thuringiensis in vzpostavi lizogen cikel tako, da se 
produkt odprtega bralnega okvirja 7 (ORF7), protein gp7, veže z LexA in mu poveča afiniteto do 
operatorskih mest na fagni DNA. Protein gp7 je sestavljen iz 4 heliksov, ki tvorijo simetrični dimer. Dva 
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2.4 POŠKODBE DNA IN BAKTERIOFAGI 
 
Poškodbe DNA imajo velik vpliv na življenje temperatnih fagov. Večina fagov se aktivira 
z odzivom SOS, nekateri pa nimajo lastnega represorja, ampak uporabijo LexA za prehod 
iz lizogenega v litično stanje (Fornelos in sod., 2016). 
 
Temperatni fag GIL01 obstaja v obliki neintegriranega linearnega plazmida v notranjosti 
celic gostitelja Bacillus thuringiensis. Prehod iz takega stanja se inducira z odzivom SOS, 
vendar nima lastnega represorja (Fornelos in sod., 2011). Regulacija prehoda poteka prek 
vezave LexA na promotor P1 (dinBox1 in dinBox1b, mesti se prekrivata in preprečita 
vezavo dveh dimerov LexA naenkrat), ki regulira ekspresijo genov, ki so vključeni v 
replikacijo fagne DNA in regulacijo transkripcije (Fornelos in sod., 2015). Ekspresija 
ORF7, katerega produkt je protein gp7, je regulirana s promotorjem P1. (Fornelos in sod., 
2011). Proteini, podobni gp7, se pojavljajo v genomih fagov Tectiviridae, ki okužujejo 
nekatere po Gramu pozitivne bakterije (Fornelos in sod., 2016). 
 
2.5 MALI PROTEINI 
 
V organizmih je sintetiziranih na stotine malih proteinov. Mali proteini, ki so sestavljeni iz 
do 50 aminokislin, so bili sprva spregledani zaradi težav pri anotaciji in biokemijski 
detekciji. Izkazalo se je, da so pomembni ribosomalni proteini, proteini, sintetizirani zaradi 
toksinov ali bakteriofagov, ali kako drugače esencialni za normalno delovanje celic 
(formacija spor, celična delitev). Sodelujejo v pomembnih procesih, kot so transport, 
encimska aktivnost, regulatorna omrežja ali odziv na stres (Storz in sod., 2014).  
 
2.5.1 Mali protein gp7 
 
Gp7 stabilizira vezavo LexA na bakteriofagna in gostiteljeva zaporedja SOS ter omogoča, 
da se LexA na DNA veže že pri nižjih koncentracijah. Ne veže se direktno na DNA, 
temveč prek vezave na LexA stabilizira vezavo represorja na DNA (Fornelos in sod., 
2015). Gp7 se torej fizično poveže z LexA in spremeni njegove biokemijske značilnosti 
(Fornelos in sod., 2016), saj z vezavo spremeni njegovo konformacijo, da se afiniteta do 
DNA poveča. Poleg tega varuje LexA pred avtocepitvijo, inducirano z RecA. Ob 
prekomerni ekspresiji gp7 se zavre aktivnost P1, indukcija P1 pa se zgodi ob 
dolgotrajnejšem vklopu odziva SOS (Fornelos in sod., 2015). 
 
Eksperimenti so pokazali, da visoke koncentracije gp7 vplivajo na aktivnost promotorjev 
odziva SOS, saj v prisotnosti gp7 pride do znižane indukcije ekspresije genov za LexA in 
RecA kljub prisotnosti genotoksičnih snovi. Gp7 je torej inhibitor odziva SOS in je 
pomemben tako za delovanje faga kot bakterije. Inhibicija naj bi potekala do določenega 
praga. Ko je dosežena neka stopnja poškodb na DNA, temperatni fag vstopi v litični cikel 
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in pobegne iz terminalno poškodovane celice (Fornelos in sod., 2015). Taka vrsta 
transkripcijske kontrole, da regulatorni protein z vezavo modificira drugi transkripcijski 
faktor, je nenavadna za prokarionte in tudi številne bakteriofage (Fornelos in sod., 2016). 
 
Gp7 je sestavljen iz 4 vijačnic, ki tvorijo simetrični dimer (Slika 2). Dimerizacija poteka 
prek β ploskev in z vzpostavitvijo vodikovih vezi ter hidrofobnih interakcij. Protein je 
večinsko hidrofoben z robnimi hidrofilnimi deli. Če se odstrani zadnjih 6 C-terminalnih 
ostankov, to ne prepreči interakcije z LexA. LexA in gp7 tvorita kompleks v 
stehiometričnem razmerju štirih molekul proteina gp7 na dimer LexA. Molekula gp7 je 
velika okoli 6 kDa in LexA, ki je velik okoli 26 kDa, tvori dimer, velik 50 kDa. Skupni 
heteromerni kompleks je velik ~ 72 kDa. Gp7 interagira tako s C- kot N-terminalnim 
delom LexA, a največ interakcij je na C- terminalnem delu. Gp7 z vezavo in reorientacijo 
LexA N-terminalnih domen poveča njegovo afiniteto za vezavo na DNA (Caveney in sod., 
2019). LexA se z N-terminalno domeno veže na DNA (Butala in sod., 2009). Če gp7 ni 
prisoten, GIL01 nima lizogenega cikla. Gp7 interagira tudi z LexA iz bakterije 
Staphylococcus aureus (Caveney in sod., 2019). 
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Slika 2: Struktura proteina gp7. A in C prikazujeta strukturo gp7, ki je dimerni protein, sestavljen iz 4 
heliksov. Monomera se povežeta prek β ploskev in vodikovih vezi med argininom in lizinom. B prikazuje 
hidrofobnost proteina, z oranžno so prikazani hidrofobni deli in z modro hidrofilni. D prikazuje sestavljen 
protein, z rdečo so označeni histidinski repki (povzeto po Caveney in sod., 2019). 
 
2.5.2 Mali protein DdrR 
 
Bakterije iz rodu Acinetobacter nimajo represorja LexA, a kljub temu utišajo transkripcijo 
genov, vključenih v popravilo DNA v odsotnosti poškodb. V ta namen uporabijo protein 
UmuDAb, ki se z N-terminalno domeno veže na operatorska mesta in je homolog LexA 
(Hare in sod., 2012). Ob poškodbi DNA se tvori aktivni filament RecA, ki sproži 
samocepitev UmuDAb. Promotorja za gene umuDAb in ddrR se prekrivata, zato UmuDAb 
z vezavo represira transkripcijo obeh genov in blokira dostop RNA-polimerazi. Takšna 
skupna regulacija nakazuje, da sta produkta genov del enake poti oz. procesa v celici 
(Peterson in sod., 2020). 
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Gen ddrR je dolg 246 bp in kodira 81 aminokislin dolg protein. Prisoten je v vseh vrstah 
rodu Acinetobacter, tudi patogenih A. baumannii in A. ursingii (Hare in sod., 2012). 
Oportunistični patogen A. baumannii je grožnja za zdravstvo zaradi povečevanja proti 
antibiotikom odpornih sevov. Zato je poznavanje delovanja odziva SOS v teh organizmih 
zelo pomembno (Peterson in sod., 2020). 
 
Transkripcija gena ddrR poteka drugače kot za umuDAb, ki je ponavadi lociran zraven 
ddrR in imata skupno promotorsko regijo. Protein DdrR je značilen za rod Acinetobacter in 
deluje kot korepresor in pozitivni regulator transkripcije, ki jo sprožijo poškodbe DNA. 
Sproži tudi prepis 22 genov, ki so regulirani z DdrR, a ne z UmuDAb, in tudi prepis genov, 
ki niso vpleteni v odziv SOS (Peterson in sod., 2020). DdrR z UmuDAb deluje kot 
korepresor za specifičen set polimeraz, ki popravljajo DNA tudi z uvajanjem napak. DdrR 
ne utiša vseh genov, ki se aktivirajo s poškodbami DNA, temveč je korepresor regulona 
UmuDAb. Med tema dvema proteinoma je opazno sodelovanje tudi pri regulaciji genov, ki 
povečajo svojo ekspresijo ob poškodbah DNA (Aranda in sod., 2013). 
 
Primerjava z DdrR in UmuDAb koreguliranih genov nakazuje, da geni, katerih prepis 
nadzira UmuDAb, potrebujejo manj strogo represijo in se hitreje prepišejo kot polimeraze, 
ki popravljajo tudi z uvajanjem napak in se v odzivu SOS kasneje sintetizirajo ter so 
njihovi geni pod regulacijo DdrR. Poleg tega se morda DdrR odzove tudi na dodatne 
signale, ki niso povezani z UmuDAb reguliranimi geni in imajo drugačne funkcije 
(Peterson in sod., 2020). 
 
2.6 ODZIV SOS IN ANTIBIOTIKI 
 
Indukcija odziva SOS je pri nekaterih patogenih povezana z evolucijo in razširjanjem 
odpornosti proti antibiotikom kot tudi s sintezo, izločanjem in razširjanjem dejavnikov 
virulence. Subletalne doze nekaterih splošno uporabljenih antibiotikov sprožijo odziv SOS 
in sintezo polimeraz, ki dopuščajo popravljanje z napako. To so snovi, ki inhibirajo 
ribonukleotidno reduktazo (trimetoprim), DNA topoizomeraze (ciprofloksacin), RNA-
polimeraze (rifamicin) in sintezo celične stene (β-laktami). Antibiotiki lahko pospešijo 
mutagenezo in posledično evolucijski razvoj tarčnih mutacij, ki imajo za posledico 
nedelovanje zdravila. Antibiotiki, ki sprožijo SOS-odziv, sprožijo tudi lastno cepitev 
fagnih represorjev in horizontalni prenos temperatnih fagov in otokov patogenosti. Mobilni 
elementi DNA, ki kodirajo rezistence na en ali več antibiotikov, so prisotni na različnih 
mestih na DNA in ker SOS odziv ni omejen le na en del DNA, lahko en antibiotik sproži 
razširitev rezistenc za številne antibiotike (Butala in sod., 2009). 
 
Zdravljenje z antibiotiki je lahko tako izničeno na številnih stopnjah zaradi odziva SOS. 
Primer za to je E. coli, kjer SOS-gen sulA inhibira formacijo septuma in zavre celično 
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delitev, dokler poškodbe DNA niso popravljene. Tako je začasno izničen učinek 
antibiotika, ki učinkuje tako, da inhibira sintezo celične stene (Butala in sod., 2009). 
 
Bakterije se obranijo pred antibiotiki tako, da spremenijo tarčno molekulo, inaktivirajo ali 
uničijo protimikrobne snovi ali preprečijo njihov vstop v bakterijo (Miller in sod., 2004). 
 
2.7 MUTACIJE IN POJAV ODPORNOSTI PROTI ANTIBIOTIKOM 
 
Pojav bakterij odpornih proti številnim antibiotikom prestavlja veliko grožnjo. Za številne 
antibiotike, kot so kinoloni in rifamicini, bakterije hitro pridobivajo odpornost, ki jo 
izzovejo antibiotiki sami tekom terapije (Cirz in sod., 2005). Za večino razširjenih 
infekcijskih bolezni, ki jih povzročajo bakterije, je že bil opažen sev, ki je odporen proti 
antibiotiku (Avorn in sod., 2001). Infekcijske bolezni tako povzročajo, da so pacienti huje 
bolni in dalj časa hospitalizirani, kar vpliva tudi na večje ekonomsko breme; v Ameriki 
znaša kar od 5 do 24 milijard dolarjev letno (Hall, 2004). Novejše raziskave kažejo, da 
bakterije aktivno sodelujejo pri aktivaciji proteinov, ki povečujejo stopnjo mutacij. 
Inhibicija teh proteinov bi lahko bil nov pristop k bojevanju proti porajanju odpornosti 
proti antibiotikom (Cirz in sod., 2005). 
 
Med pomembnejšimi antibiotiki so kinoloni (npr. ciprofloksacin). Število odpornih 
bakterijskih vrst se povečuje zaradi številnih ključnih mutacij v genih za girazo, 
topoizomerazo IV in regulatornih regijah transportnih črpalk. Ciprofloksacin povzroča 
poškodbe na bakterijski DNA, ki se popravljajo prek izrezovanja nukleotidov ali 
homologne rekombinacije. RecA, vezan na enoverižno DNA, ima pri tem pomembno 
vlogo, saj katalizira primik enoverižne DNA k homologni sekvenci. Hkrati pa je tudi 
induktor odziva SOS. Ker ciprofloksacin inducira popravljanje DNA, ki zahteva formacijo 
RecA in enoverižne DNA, antibiotik sam inducira mutacije, ki lahko privedejo do nastanka 
odpornosti (Cirz in sod., 2005, Drlica in sod., 1997). 
 
S preprečevanjem indukcije odziva SOS s spreminjanjem aktivnosti LexA, da postane 
necepljiv, lahko preprečimo nastanek odpornosti proti ciprofloksacinu in rifamicinu pri 
patogenem sevu E. coli ATCC25922. Rifamicin inhibira bakterijsko RNA-polimerazo 
(Cirz in sod., 2005). 
 
2.8 UPORABA BAKTERIOFAGOV PRI TERAPIJI Z ANTIBIOTIKI  
 
Alternativna oblika zdravljenja z antibiotiki so fagne terapije, kjer bakteriofagi napadejo in 
lizirajo večkratno odporne bakterije (Weynberg in Jaschke, 2020). Fagne terapije za 
zdravljenje bakterijskih okužb so v uporabi od začetka 20. stoletja. Fagi lahko toksično 
delujejo na bakterije s povzročanjem lize ali modificirajo prepis letalnih genov (Merril in 
sod., 2003). Večkratno odporne bakterije pogosto tvorijo biofilme, v katerih se geni za 
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odpornost proti antibiotikom lažje prenašajo s horizontalnimi prenosi. Dodatno pa biofilmi 
celice bolj  učinkovito varujejo pred antibiotiki in imunskim sistemom gostitelja 
(Weynberg in Jaschke, 2020).  
 
Težava pri osnovanju fagnih terapij je, da so bakteriofagi večinoma specifični za določeno 
vrsto ali celo za sev bakterij, zato posledično delujejo kot ozkospektralni antibiotiki. Za 
fagne terapije so primerni bakteriofagi z zgolj litičnim ciklom. Temperatni fagi so tako 
izključeni iz terapij, saj je potek delovanja težko predvideti. Rešitev za to se kaže v sintezni 
biologiji in umetno konstruiranih bakteriofagih, ki bi imeli ustrezne lastnosti in bili 
učinkoviti (Weynberg in Jaschke, 2020). 
 
Umetno konstruirani bakteriofagi lahko povzročijo prekomerno sintezo proteinov in 
napadejo omrežje genov, ki jih antibiotiki ne napadejo. Inhibicija odziva SOS pri E. coli s 
takimi bakteriofagi omogoča učinkovitejše pobijanje bakterij s kinoloni, kar je bilo 
dokazano tako in vitro kot in vivo na miših. Poleg tega lahko bakteriofagi omogočajo lizo 
na antibiotike odpornih bakterij, celic v biofilmih in na antibiotike tolerantnih bakterij ter 
znižajo število bakterij, odpornih proti antibiotikom (Lu in Collins, 2009).  
 
Da bi se izognili fagni rezistenci, sta Lu in Collins (2009) v svojem eksperimentu osnovala 
bakteriofage, ki imajo za tarče neesencialne gene in regulirajo omrežja, na katera 
antibiotiki direktno ne vplivajo. Kombinirana uporaba antibiotikov in fagov naj bi 
omogočala učinkovito smrt bakterijskih patogenov in preprečila porajanje odpornosti. 
Modificirala sta fag M13mp18, ki je sprožil prekomerno ekspresijo LexA in je vplival na 
popravilo DNA. Hkratno tretiranje bakterij z antibiotiki in fagi, ki okrepijo delovanje 
antibiotika, pozitivno učinkuje tudi na bakterije z že razvito odpornostjo proti antibiotiku 
in zmanjša število preživelih bakterij. Učinkovitost kombiniranih terapij je bila dokazana 
tudi na okužbah miši z E. coli EMG2, saj je bil delež preživelih miši višji pri hkratnem 
tretiranju z bakteriofagi in antibiotiki (Lu in Collins, 2009).  
 
2.9 SIGNALNE SEKVENCE  
 
Biološke membrane so neprepustne za velike hidrofilne molekule, kar omejuje uporabo 
takih molekul za terapevtske namene. Metode za dostavo bioaktivnih makromolekul v 
celico so mikoinjiciranje, elektroporacija in privzem v celico z lipidi (Hapala, 1997). A te 
metode imajo velikokrat toksične stranske učinke, slabo učinkovitost ali so omejene na 
ozek pas vrst, pri katerih je postopek lahko uporabljen (Vivès in sod., 1997). Te omejitve 
lahko presežemo z razvojem peptidov, ki bi prenesli velike molekule v notranjost celice. V 
uporabi so predvsem za evkariontske celice, a so bili uporabljeni tudi pri prokariontih 
(Rajarao in sod., 2002).  
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Eksperimenti na evkariontskih celicah so pokazali, da so peptidi dobri kandidati za prenos 
večjih molekul v celico. Peptid iz HIV-1 Tat (»transkripcijsko aktivatorski protein«) lahko 
prenaša veliko skupino različnih molekul, tudi velika proteina, kot sta β-galaktozidaza in 
hrenova peroksidaza (Vivès in sod., 1997). Mikrobne celične bariere omejujejo vstop tujih 
molekul, peptidi pa se zdijo preveliki za pasiven privzem. A vseeno obstajajo primeri 
prenosa snovi z ali brez peptidov. Primer transporta s proteini je uporaba peptidne 
permeaze za transport protimikrobnih snovi v celico. Poznani pa so tudi proteini, ki lahko 
prečkajo bariere in delujejo kot signali za endocitozo in prenos v citoplazmo. Obstajajo 
torej »dostavni« peptidi, ki bi lahko bili aplikativno uporabljeni (Rajarao in sod., 2002). 
 
Rajarao in sod. (2002) so v eksperimentu testirali različne aminokislinske sekvence kot 
potencialne »dostavne« peptide. Izbrane peptidne sekvence so sklopili z N-terminalnim 
delom zelenega fluorescentnega proteina, da bi uspešen vstop v celico lahko spremljali 
preko spremembe fluorescence celice. Vse izbrane peptidne sekvence naj bi vstopile v 
celice preko permeabilizacije, endocitoze ali membranskega transporta, saj je za nekatere 
že znano, da prenašajo tuje proteine v sesalske celice. Bakterije S. aureus, B. subtilis in E. 
coli so inkubirali s prostim GFP-jem in GFP s peptidno sekvenco in pregledali s 
fluorescentnim mikroskopom ter ugotovili, katera sekvenca je za določeno vrsto 
najuspešnejša. Za S. aureus sta bili VLTNENPFSDP in RSNNPFRAR, za B. subtilis 
YKKSNNPFSD in CFFKDEL za E. coli (Slika 3). Peptidno zaporedje NPFSD je prisotno 
tudi v domenah citoplazmatskih receptorjev, vpletenih v od klatrina odvisno endocitozo. 
Pri poskusu je to zaporedje uspešno prešlo v S. cerevisiae in C. albicans. Uspešni so bili 
tudi peptidi z domeno EH, ki vsebujejo aromatske aminokisline, prisotne tudi znotraj 
internaliziranih peptidnih domen (Tan in sod., 1996, Rajarao in sod., 2002). 
 
Peptidi izbrani za poskus so evkariontskega izvora, zato je težko pojasniti njihovo 
zmožnost za prenos GFP v bakterije. Peptidi delujejo kot endocitotski signali in signali za 
lokalizacijo ter se zdijo irelevantni za delovanje pri bakterijah. A možne razlage so, da 
peptid z GFP-jem v celico vstopa pasivno ali pa se veže na strukture celične stene in je 
internaliziran v procesih reciklaže celične stene in membrane. Mehanizmi privzema s temi 
proteini so nepojasnjeni (Rajarao in sod., 2002).  
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Slika 3: Analiza vnosa sklopljenega zelenega fluorescentnega proteina s signalnimi sekvencami v bakterije S. 
aureus, B. subtilis in E. coli. Kulture so bile gojene preko noči in inkubirane z GFP-jem z različno signalno 
sekvenco. Bakterije so pregledali s fluorescentnim ali svetlobnim mikroskopom. Vnos fluorescentnega 
proteina v S. aureus sta omogočili peptidni sekvenci VLTNENPFSDP in RSNNPFRAR, sekvenca 
YKKSNNPFSD za vnos v bakterijo B. subtilis in sekvenca CFFKDEL za vnos v E. coli (povzeto po Rajarao 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL  
 
3.1.1 Kemikalije in raztopine 
 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij 
Kemikalija Proizvajalec 
PBS Forte Bio, ZDA 
Kalijev klorid (KCl) Kemika, Hrvaška 
agar, Tris, natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4), 
natrijev dihidrogenfosfat (NaH2PO4) kalijev 
dihidrogenfosfat (KH2PO4), natrijev klorid (NaCl), 
lizocim, benzoaza, natrijev hidroksid (NaOH), 
Comassie modro, magnezijev sulfat hepta hidrat 
(MgSO4 x 7 H2O), DMF (N,N-dimetil formamid), 
toluen, natrijev karbonat (Na2CO3), magnezijev 
sulfat heptahidrat (MgSO4 x 7 H2O), magnezijev 
klorid (MgCl2), kalcijev klorid (CaCl2) 
Merck, Nemčija 
Etanol (96 %) Pharmachem, Slovenija 
Ni-NTA agaroza Qiagen, Nemčija 
Proteazni inhibitor (cOmplete™ ULTRA Tablets, 
Mini, EASYpack Protease Inhibitor Cocktail) 
Roche, Švica 
10x PBS (0,2 M kalijev fosfat, 1,5 M natrijev klorid) RockLand, ZDA 
APS, akrilamid Serva, Nemčija 
LB (Luria Broth), kanamicin, kloramfenikol, 
eritromicin, SDS, TEMED, DTT, imidazol, HEPES, 
IPTG, X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolil  β-D-
galaktopiranozid), ONPG (o-Nitrofenil β-D-
galaktopiranozid),  β merkaptoetanol 
Sigma, ZDA 
PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 
kD, 4-kratni nanašalni pufer »NuPAGE™ LDS 
Sample Buffer« 
Thermo Fisher Scientific,  ZDA 
 
 
3.1.2 Pufri in geli  
 
Preglednica 2: Seznam in sestava pripravljenih pufrov 
 
Pufer Sestava 
Pufer za kemokompetentne celice 10 mM tris, 50 mM CaCl2, 10 % glicerol, pH 7 
Pufer za lizo 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 10 mM imidazol, 
pH 8 
Pufer za spiranje 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 20 mM imidazol, 
pH 8 
Elucijski pufer 50 mM NaH2PO4, 300 mM NaCl, 250 mM imidazol, 
pH 8 
Pufer HEPES za dializo 20 mM HEPES, 140 mM NaCl, pH 7,4 
se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 2: Seznam in sestava pripravljenih pufrov 
 
Pufer Sestava 
Pufer Z 60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 10 mM KCl, 
1mM MgSO4, 50 mM β-merkaptoetanol 
Dializni fosfatni pufer 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, 300 mM NaCl, 
2,7 mM KCl, 2 mM DTT, pH 7,4 
Pufer MES 50 mM MES, 50 mM tris, 1 Mm EDTA, 0,1 % SDS, 
pH 7,3 
Pufer NaDS 25 mM tris, 192 mM glicin, 0,1 % SDS 
Pufer PBS 10x PBS, pH 7,4 
 
 
Preglednica 3: Sestava 15 % NaDS-PAGE ločevalnega in nanašalnega gela 
Raztopina Sestavine 
NaDS ločevalni gel (15 %) 1,407 mL akrilamid, 1,659 mL dH2O, 469 μL 3 M 
Tris, 25,13 μL 10 % NaDS, 187,5 μL 1,5 % APS, 
3,75 μL 1,5 % TEMED 
NaDS nanašalni gel 225 μL akrilamid, 1,325 mL dH2O, 0,563 mL 0.5 M 
Tris, 22,5 μL 10 % NaDS, 112,5 μL 1.5 % APS, 
2,25 μL 1,5 % TEMED 
 
 
Preglednica 4: Uporabljeni komercialni geli 
Ime gela Proizvajalec 
NuPAGE™ 4 to 12 %, Bis-Tris, 1.0 mm, Mini 
Protein Gel, 10-well 
Thermo Fischer Scientific, ZDA 
SurePAGE
TM
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Preglednica 5: Seznam uporabljenih kompletov 
Ime kompleta Vsebina kompleta Proizvajalec 
Enterokinase Cleavage 
Capture Kit ® 
 
- rekombinantna enterokinaza (v pufru za 
shranjevanje) 
- pufer za shranjevanje (1X rEK 
Dilution/Storage Buffer; 200 mM NaCl, 
20 mM Tris-HCl, 2mM CaCl2, 50 % 
glicerol, pH 7,4) 
- pufer za rezanje (10X rEK 
Cleavage/Capture Buffer; 500 mM 
NaCl, 200 mM Tris-HCl, 20mM CaCl2, 
pH 7,4) 
- agaroza (EKapture Agarose) 




 BCA Protein 
Assay Kit 
 
- BCA reagent A 
- BCA reagent B 
- albuminski proteinski standardi 





Slika 4: Plazmidna mapa pET29b(+). Plazmid vsebuje zapis za odpornost proti kanamicinu, lacI promotor in 
vezavno zaporedje za LacI. Plazmid je velik 5370 bp. Vključki so bili v vektor vstavljeni prek zaporedja za 
restrikcijska encima NdeI ali Xhol (povzeto po Snapgene, 2020).  
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3.1.5 Bakterijski sevi  
 
Preglednica 6: Uporabljeni bakterijski sevi. 
Bakterijski sev Genotipske lastnosti/Opis 
E. coli sev BL21(DE3) pLysE F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm (DE3), 
(konstitutivna ekspresija lizocim faga T7)  
 
Plazmid pLysE vsebuje zapis za odpornost proti 
kloramfenikolu in lizocim faga T7. Prepis gena za 
RNA-polimerazo faga T7 je inhibiran in se aktivira 
ob indukciji z IPTG. Velik je 4886 bp. 
E. coli sev BL21(DE3) F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm (DE3) 
(konstitutivna ekspresija lizocima T7) 
Bacillus thuringiensis serovar israelensis 
GBJ002(lexAA96D) 
pHT304.18Z-Din1-2-lacZ-DinBox2/3 rev  
 
Plazmid vključuje promotorski področji P1 in P2, 
sklopljeni z genom lacZ brez lastnega promotorja. 




Plazmid pDG148 je prazen ekspresijski plazmid. 




Plazmid pDG148-ORF7 je derivat plazmida 
pDG148, ki ima pod kontrolo z IPTG inducibilni 
promotor gena za protein gp7. 
 
3.1.6 Laboratorijska oprema  
 
Preglednica 7: Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Aparatura za NaDS-PAGE 
elektroforetska enota Mini-PROTEAN Tetra 
System 
Bio-Rad, ZDA 
Čitalec mikrotitrnih plošč Dynex MRX  Dynex, ZDA 
Centrifuga 5415 R, Centrifuga 5418 Eppendorf, Nemčija 
Vodna kopel Fisherbrand™ Isotemp™ Digital 
Control Water Baths: Model 215 
Fisher Scientific, ZDA 
Mikrovalovna pečica Gorenje, hladilnik +4 °C Gorenje, Slovenija 
Magnetno mešalo RCT basic Ika, Kitajska 
Avtoklav Kambič, Slovenija 
Hladilnik -20 °C Liebherr, Nemčija 
pH-meter SevenMulti™ Mettler Toledo, Švica 
Kolona NiNTA Superflow Qiagen, Nemčija 
Tehtnica L420 S, Tehtnica MC210P Sartorius, Nemčija 
Spektrofotometer Shimadzu UV-1800 Shimadzu, Japonska 
Centrifuga 3-30 KS Sigma, Nemčija 
Sonikator Sonics Vibra-cell VCX 750 Sonics, ZDA 
 se nadaljuje 
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Nadaljevanje preglednice 7: Seznam uporabljene laboratorijske opreme 
Laboratorijska oprema Proizvajalec 
Dializna membrana Spectra/Por Dialysis 
Membrane MWCO  3.5 kDa 
Spectrum Laboratories, 
ZDA 
Rotacijski stresalnik The Belly 
Dancer/hybridization water bath 
Stovall life sciences Inc., 
ZDA 
Aparatura za slikanje gelov G:BOX Syngene, Velika Britanija 
Čitalec mikrotitrnih plošč Infinite® F Nano+ Tecan Trading AG, Švica 
Stresalnik Vibromiks 203EVT, Vibracijski 
stresalnik Vibromix 10 
Tehtnica, Slovenija 
Spektrofotometer NanoDrop 1000, XCell 
SureLock Mini-Cell 
sistem za elektroforezo 






3.2.1 Izolacija rekombinantnih proteinov Gp7_sigBT, Gp7_sigSA, Ddr_sigBT in 
Ddr_sigSA 
 
3.2.1.1 Priprava plazmidnih konstruktov 
 
Nukleotidnima zaporedjema za proteina gp7 in DdrR smo dodali  signalno sekvenco, ki naj 
bi omogočala vstop proteina v notranjost celice bakterije Bacillus thuringiensis (sigBT) ali 
Staphylococcus aureus (sigSA). Histidinski repek, ki smo ga dodali na N-terminalni del 
sekvence gp7 ali DdrR nam omogoča izolacijo s kovino-kelatno afinitetno kromatografijo (z 
agarozo NiNTA). Med histidinskim repkom in signalno sekvenco, povezano s proteinom 
gp7 ali DdrR, smo umestili zaporedje, ki ga reže encim enterokinaza in omogoča popolno 
odstranitev histidinskih repkov. Po tretiranju z enterokinazo tako dobimo aminokislinsko 
zaporedje proteina gp7 ali DdrR, kot je tudi v izvorni bakteriji, z dodanim signalnim 
peptidom na N-terminalnem koncu.  
 
Zaporedja za zgoraj navedene proteine smo vstavili v ekspresijski vektor pET29b(+) prek 
zaporedja za restrikcijska encima NdeI ali Xhol (Slika 4). Plazmidne konstrukte smo 
naročili pri podjetju Twist Bioscience. 
 
Vektor vsebuje gen za odpornost proti kanamicinu, promotorsko področje gena lacI. 
Represor LacI se veže na operator gena za LacI in inhibira transkripcijo v E. coli. 
Transkripcijo induciramo z dodatkom IPTG-ja, ki je analog alolaktoze in z vezavo na 
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3.2.1.2 Priprava kompetentnih celic Escherichia coli BL21(DE3) pLysE 
 
Za pripravo kompetentnih celic smo uporabili bakterijo E. coli, sev BL21(DE3) pLysE. Na 
plazmidu je zapis za odpornost proti antibiotiku kloramfenikolu. Bakterije iz trajne kulture 
BL21(DE3) pLysE smo precepili na ploščo LB z antibiotikom kloramfenikolom (25 
µg/mL). Naslednji dan smo iz plošče izbrali eno kolonijo in jo nacepili v tekoče gojišče LB 
s kloramfenikolom. Razmerje med kulturo in gojiščem je moralo biti 1:1000, zato smo 50 
µL prekonočne kulture prenesli v 50 mL gojišča SOB brez antibiotikov. Kulturo smo gojili 
s stresanjem pri 180 vrt./min in 37 °C do OD600=0,6-0,8. Optično gostoto smo preverjali na 
spektrofotometru in za referenčno raztopino uporabljali gojišče LB. Nato smo kulturo 
prenesli v 50 mL falkonke in jih pustili na ledu za 10 min ter jih centrifugirali 10 min pri 
4000 g in 4 °C. Supernatant smo odlili in pelet resuspendirali v 30 mL ledeno hladnega 80 
mM MgCl2 in 20 mM CaCl2. Pozitivno nabiti kalcijevi (Ca
2+
)  in magnezijevi (Mg
2+
) ioni 
se povežejo z negativno nabito DNA in celično površino ter tako preprečujejo njun odboj. 
V procesu transformacije se tako poveča privzem DNA v celico.
 
Ponovno smo 
centrifugirali (10 min pri 4000 g pri 4 °C), odlili supernatant in pelet resuspendirali v 2 mL 
pufra za kemokompetentne celice (10 mM tris, 50 mM CaCl2, 10 % glicerol, pH=7). 
Glicerol deluje kot krioprotektant, saj tvori kristale pri nižji temperaturi kot voda. Celice 
smo pustili 1 h na ledu in jih nato razdelili v mikrocentrifugirke po 50 µL ter shranili pri -
80 °C brez predhodnega zamrzovanja z dušikom.  
 
3.2.1.3 Transformacija plazmidov pET29b(+) z Gp7_sigBT, Gp7_sigSA, Ddr_sigBT ali 
Ddr_sigSA v kompetentne celice E.coli  BL21(DE3) pLysE 
 
Kompetentne celice BL21(DE3) pLysE smo iz -80 °C za 10 min postavili na led, da so se 
odtalile. K celicam na ledu smo sterilno posamično dodali 3 µL plazmida pET29b(+) z 
ustrezno sekvenco Gp7_sigBT, Gp7_sigSA, Ddr_sigBT ali Ddr_sigSA, premešali in na 
ledu inkubirali 20 min. Nato je sledil temperaturni šok, zato smo celice postavili za 2 min v 
vodno kopel s temperaturo 42 °C in jih nato takoj prestavili na led ter po 2 min dodali 400 
µL gojišča LB. Temperaturni šok povzroči nastanek začasnih por v bakterijski membrani, 
skozi katere lahko v celico vstopi plazmidna DNA. Mikrocentrifugirke smo zatesnili s 
parafilmom in jih inkubirali 50 min s stresanjem pri 37 °C in jih nato centrifugirali 5 min 
pri 4000 g. Pelet smo resuspendirali v 100 µL gojišča LB in prenesli na plošče LB z 
dodanim kloramfenikolom (25 µg/mL) in kanamicinom (50 µg/mL) ter razmazali z 
Drigalskijevo spatulo. Ker je na plazmidu pET29b(+) zapis za odpornost proti kanamicinu 
in na pLysE zapis za odpornost proti kloramfenikolu, na ploščah zrastejo le celice, kjer je 
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3.2.1.4 Sinteza in afinitetna izolacija topnih proteinov s histidinskim repkom 
 
Ekspresijski sev BL21(DE31) pLysE ima zapis za T7 RNA-polimerazo, ki je pod kontrolo 
promotorja lacUV5 in ekspresijo ravno tako inducira IPTG. Rekombinantni proteini, ki so 
pod nadzorom promotorja bakteriofaga T7, se brez induktorja (IPTG) ne prepišejo.  
 
3.2.1.4.1 Pridobivanje celične mase 
 
Z vsake plošče smo izbrali eno kolonijo in jo s sterilnim zobotrebcem prenesli v 10 mL 
gojišča LB s kanamicinom (50 µg/mL) in kloramfenikolom (25 µg/mL) ter gojili s 
stresanjem pri 180 vrt./min in 37 °C preko noči. Naslednji dan smo 10 mL prekonočne 
kulture prelili v 500 mL gojišča LB s kanamicinom in stresali pri 37 °C do OD600=0,5-0,6. 
Optično gostoto smo sproti preverjali sprektrofotometrično in za referenčno raztopino 
uporabljali gojišče LB. Nato smo gojišča ohladili in dodali 400 µL  IPTG-ja (0,8 mM) ter 
stresali preko noči pri 180 vrt./min in 20 °C.  
 
Naslednji dan smo kulturo  prelili v sterilne centrifugirke in centrifugirali 15 min na 6000 g 
pri 4 °C. Supernatant smo odlili in pelet resuspendirali v hladni fiziološki raztopini (0,9 
%), resuspendirane bakterije prenesli v manjše centrifugirke in ponovno centrifugirali 15 
min na 6000 g pri 4 °C. Supernatant smo odlili in pelet resuspendirali v ustrezni količini 
pufra za lizo z dodanimi proteinaznimi inhibitorji. Vzorce smo imeli ves čas na ledu.  
 
3.2.1.4.2 Izolacija in čiščenje proteinov z afinitetno izolacijo z nikelj-kelatno 
kromatografijo 
 
Centrifugirke smo stehtali pred uporabo in po centrifugiranju, ko so vsebovale le pelet. 
Vrednosti smo med sabo odšteli in tako dobili težo peleta. Vzorcem smo dodali ustrezno 
količino pufra za lizo v razmerju 2 ml pufra za lizo na 1 g mase peleta. V 10 mL pufra za 
lizo smo prej raztopili 1 tableto proteinaznih inhibitorjev. Pripravili smo 25 mL pufra za 
lizo z 2,5 tableti proteinaznih inhibitorjev. Proteinazni inhibitorji preprečijo razgradnjo 
proteinov, ki jih želimo izolirati, zaradi naravno prisotnih proteaz v celici. 
 
Vzorcem smo dodali toliko benzoaze, da je bila končna koncentracija 1 U/mL, RNazo 
(končna koncentracija 10 µg/mL) in lizocim (končna koncentracija 0,5 mg/mL). Lizocim 
uničuje integriteto celične stene, benzoaza in RNaza razgrajujeta molekule DNA in RNA 
ter sta brez proteolitične aktivnosti. Vzorce smo nato inkubirali 1 h s stresanjem pri 4 °C. S 
soniciranjem smo dodatno razbili celice. Uporabili smo malo sondo na amplitudi 40 %, 10 
s ultrazvoka in 20 s brez, od 10 do 15 min. Prenehali smo, ko je prišlo do zbistritve 
vzorcev. Vzorci so bili ves čas na ledu. Med menjavanjem vzorcev smo sondo spirali z 
etanolom in dH2O. Po soniciranju smo vzorce centrifugirali 30 min na 20 000 g pri 4 °C. 
Medtem smo pripravili 4 gravitacijske kolone. Preko muf smo jih pritrdili na stojalo in na 
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dno cevke namestili zatišček za regulacijo hitrosti pretoka. Nato smo spirali po vrstnem 
redu s dH2O, 1 M HCl, dH2O, 1 M NaOH, dH2O. Na kolone smo nato dodali agarozo Ni-
NTA (800 µL) in jo spirali dvakrat z dH2O in nato štirikrat s pufrom za lizo. V tako 
pripravljene kolone s sprano agarozo Ni-NTA smo dodali supernatant in jih 30 min 
inkubirali pri 4 °C s stresanjem, tako da so se na Ni-NTA kroglice vezali naši proteini. 
 
Pridobivanje in čiščenje proteinov z agarozo Ni-NTA poteka v 4 stopnjah: liza celice, 
vezava proteinov s histidinskim repkom, spiranje ostalih snovi in elucija proteinov s 
histidinskimi repki. Ni-NTA kroglice imajo vezane nikljeve ione, na katere se selektivno 
vežejo le proteini s histidinskim repkom. Nitriltriocetna kislina zasede 4 od 6-ih vezavnih 
mest na nikljevem ionu in pusti dve mesti za interakcijo s histidinskimi repki. Vezava je 
stabilna ter omogoča spiranje vseh ostalih proteinov in na koncu odstranitev le vezanih.   
 
Nato smo prek zatiščka sprostili pretok iz kolone in spirali 3x s po 5 mL pufra za lizo in 5x 
s 5 mL pufra za spiranje. V pufrih narašča koncentracija imidazola, tako da smo sprva 
sprali morebitne nespecifično vezane proteine. Na koncu smo spirali s 3x 800 µL 
elucijskega pufra in eluat, v katerem je bil naš protein, shranili. Visoka koncentracija 
imidazola v elucijskem pufru povzroči spiranje tudi prek histidinskih repkov vezanih 




Elucijski pufer zaradi visoke vsebnosti soli in imidazola ni primeren za daljše shranjevanje, 
zato smo izvedli dializo. Ker so bili proteini veliki 8382,24 Da (Gp7_sigBT), 8415,27 Da 
(Gp7_sigSA), 11316,39 Da (Ddr_sigBT) in 11349,42 Da (Ddr_sigSA), smo uporabili 
dializne membrane Spectra/Por za proteine do 3,5 kDa. Membrano smo narezali na 4 
koščke in spodnji del 3x prepognili ter zapeli s ščipalko. Vanje smo posamezno prenesli 
naše vzorce, jih označili in prepognili tudi zgoraj ter zatesnili s ščipalko. Proteini, ki smo 
jih želeli izolirati, so večji, zato so ostali znotraj dializne vrečke, soli in ostale manjše 
molekule pa so prešle iz notranjosti skozi membrano v dializni pufer. Na ščipalke na 
vrečkah smo navezali še plovčke in jih dali v 1 L fosfatnega dializnega pufra ter jih ob 
mešanju z magnetnim mešalom za 1 h pustili pri 4 °C. Po tem času smo vzorec prenesli v 1 
L svežega dializnega pufra in pustili 3 h, zadnjo frakcijo pa smo dializirali čez noč. 
Naslednji dan smo vzorce iz membran prenesli v mikrocentrifugirke in shranili na ledu.  
 
3.2.1.4.4 Določanje koncentracij izoliranim proteinom s spektrofotometrom 
NanoDrop 
 
Koncentracijo vzorcev, ki smo jih dobili z dializo; smo izmerili z NanoDropom. 
Absorbanco vzorcev smo merili pri 280 nm,  za umerjanje pa smo uporabili zadnjo frakcijo 
dializnega pufra. Koncentracijo proteina lahko namreč ugotovimo z merjenjem absorbance 
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aminokislin z aromatskim obročem (triptofanski, tirozinski in cisteinski ostanki v proteinu) 
pri 280 nm. Glede na sestavo je različen tudi ekstinkcijski koeficient proteina, ki ga 
pridobimo z uporabo orodja ProtParam na strežniku Expasy, kamor vnesemo 
aminokislinsko zaporedje proteina. Koncentracijo proteinov smo izračunali po enačbi 
. Absorbanca pri določeni valovni dolžini je enaka pomnožku ekstinkcijskega 
koeficienta pri tej valovni dolžini, dolžine prepotovane poti žarka preko vzorca in 
koncentracije vzorca.  
 
                                … (1) 
 
3.2.1.4.5 Poliakrilamidna gelska elektroforeza v prisotnosti natrijevega dodecilsulfata 
(NaDS PAGE) 
 
Elektroforeza je separacijska metoda, ki ločuje molekule glede na različno potovanje 
nabitih delcev v električnem polju. Čas potovanja je odvisen od naboja, velikosti, oblike, ... 
Z uporabo dveh gelov, ločevalnega in nanašalnega, ki imata različno koncentracijo 
akrilamida, se omogoča dobro resolucijo pri ločevanju (nanašalni gel ima nižjo 
koncentracijo akrilamida, kar omogoča koncentriranje proteinov v enem pasu na gelu). Po 
elektroforezi primerjamo hitrost potovanja proteinov v našem vzorcu s hitrostjo potovanja 
fragmentov znane velikosti. NaDS je amfipatična molekula in deluje kot detergent, zato se 
nespecifično veže na protein, kar povzroča denaturacijo in negativni naboj.  
 
Pripravili smo 15 % 0,75 mm debel gel. Za pripravo gela smo sestavili stojalo, zapeli 
stekelca in z dH20 preverili, da tesni. Vodo smo odlili in stojalo postavili v laminarij. 
Zmešali smo komponente ločevalnega gela tako, da smo TEMED in akrilamid dodali na 
koncu, saj TEMED sproži polimerizacijo poliakrilamidnih molekul. Gel smo nato s pipeto 
prenesli med stekelca, dodali dH20 in pustili 20 min. Zmešali smo komponente 
nanašalnega gela, s filter papirjem odstranili dH20 med stekelci in s pipeto prenesli zmes 
med stekelca, na ločevalni gel. Nato smo vstavili 0,75 mm glavničke za oblikovanje jamic. 
 
Po 20 minutah smo odstranili glavničke in s stojala odpeli gel v stekelcih ter ga vpeli v 
novo držalo in postavili v banjico. Preverili smo, da dobro tesni in dolili pufer MES. 
Količini vzorca, ki smo jo želeli vnesti v jamico, smo dodali nanašalno barvilo v razmerju 
4:1. Ker so proteini brezbarvni, njihovega potovanja skozi gel ne zaznamo, zato dodamo 
barvilo, ki je majhno in negativno nabito, da potuje pred proteini. V jamice smo dodali 
PageRuler Prestained Protein Ladder, 10 - 180 kDa lestvico in vzorce. 
 
Elektroforeza je trajala 50 min pri napetosti 180 V in tokom 102 mA. Po končani 
elektroforezi smo gel odpeli s stojala in odstranili stekelca ter gel prestavili v posodico in 
zalili z dH2O. Posodico smo za 15 min postavili na rotacijski stresalnik in nato še 2x 
zamenjali. Nato smo odlili dH2O in gelu dodali barvilo Coomassie. Med funkcionalnimi 
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skupinami barvila in aminokislinami proteina pride do ionskih in Van der Waalsovih  
interkacij. Gel smo segreli par stopinj pod 100 °C in posodo z gelom ponovno stresali, 
tokrat preko noči. 
 
3.2.1.5  Optimizacija sinteze topnih proteinov  
 
V 10 mL gojišča LB z dodanim kanamicinom (50 µg/mL) in kloramfenikom (25 µg/mL) 
smo nacepili kolonijo BL21(DE3) pLysE s plazmidom pET29b(+) in s sekvencami za 
Gp7_sigBT, Gp7_sigSA, Ddr_sigBT ali Ddr_sigSA in inkubirali preko noči na rotacijskem 
stresalniku pri 180 vrt./min in 37 °C. Naslednji dan smo 0,4 mL kulture prenesli v 20 mL 
svežega gojišča LB s kanamicinom (50 µg/mL) in inkubirali s stresanjem na 37 °C do 
OD600=0,6. Prvemu setu 4 gojišč smo nato dodali 16 µL IPTG-ja (0,8 mM) in inkubirali s 
stresanjem še 3 h pri 37 °C. Nato smo gojišča centrifugirali 15 min na 6000 g pri 4 °C. 
Odlili smo supernatant in bakterije resuspendirali z 1 mL 1 % NaCl. Ponovno smo 
centrifugirali in odlili supernatant ter shranili pelet pri -20 °C. 
 
Drugi set 4 gojišč smo ohladili in nato dodali 16 µL IPTG-ja (0,8 mM) ter inkubirali s 
stresanjem pri 180 vrt./min in 20 °C čez noč. Nato smo centrifugirali 15 min na 6000 g pri 
4 °C. Odlili smo supernatant in bakterije resuspendirali z 1 mL 1 % NaCl. Ponovno smo 
centrifugirali in odlili supernatant ter pridobili pelet.  
 
Nato smo peletom obeh setov gojišč dodali 300 µL pufra za lizo s proteinaznimi 
inhibitorji, benzoazo, RNazo in lizocimom. Skupna mešanica je bila 2,5 mL »lysis« pufra s 
5 µL benzoaze, 2,5 µL RNaze in 12,5 µL lizocima. Vzorcem smo dodali toliko benzoaze, 
da je bila končna koncentracija 1 U/mL, RNaze, da je bila končna koncentracija 10 µg/mL 
in lizocima, da je bila končna koncentracija 0,5 mg/mL. Inkubirali smo s stresanjem 1 h pri 
4 °C. Nato smo vzorce centrifugirali 30 min na 20 000 g pri 4 °C in prenesli supernatant v 
prelubricirane mikrocentrifugirke. Supernatantom smo dodali 500 µL agaroze NiNTA in 
jih 30 min inkubirali pri 4 °C s stresanjem, da so se na NiNTA kroglice vezali naši 
proteini. Nato smo 1 min centrifugirali in odstranili supernatant. Dodali smo 2x 1 mL pufra 
za lizo, 3x 1 mL pufra za spiranje in 3x 20 µL pufra za elucijo. Po dodajanju pufrov za lizo 
in spiranje smo sproti centrifugirali in odstranjevali supernatant, frakcije s pufrom za 
elucijo pa smo zbrali v posebne mikrocentrifugirke, saj so se v njem nahajajo proteini, ki 
smo jih želeli izolirati.  
 
Prisotnost proteinov smo preverili z aparatom NanoDrop in z NaDS PAGE elektroforezo, 
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3.2.1.6 Transformacija plazmidov pET29b(+) z Gp7_sigBT, Gp7_sigSA, Ddr_sigBT ali 
Ddr_sigSA v kemokompetentne celice E.coli  BL21(DE3) 
 
Postopek smo izvedli, kot je opisano v poglavju 3.2.1.3, le da smo transformirali v sev 
BL21(DE3) in ne BL21(DE3) pLysE. 
 
3.2.1.7 Sinteza in afinitetna izolacija topnih proteinov s histidinskim repkom  
 
Postopek smo izvedli, kot je opisano v poglavju 3.2.1.4, le da smo pri pridobivanju celične 
mase gojišča po dodatku IPTG-ja stresali še 3 ure pri 180 vrt./min in 37 °C in nadaljevali s 
postopkom.  
 
Pri dializi smo vzorce prenesli v 3 L fosfatnega dializnega pufra in jih pustili preko noči, 
brez menjavanja pufra po 1 L.  
 
3.2.1.8 Sinteza in afinitetna izolacija topnih proteinov Ddr_sigSA, Ddr_sigBT s 
histidinskim repkom 
 
Postopek smo izvedli, kot je opisano v poglavju 3.2.1.4, le da smo sintetizirali le 
Ddr_sigSA in Ddr_sigBT. 
 
Pri dializi smo vzorce prenesli v 3 L fosfatnega dializnega pufra in pustili preko noči, brez 
menjavanja pufra po 1 L.  
 
3.2.1.9 Sinteza in afinitetna izolacija topnih proteinov Gp7_sigBT s histidinskim repkom 
 
Postopek smo izvedli, kot je opisano v poglavju 3.2.1.4, le da smo sintetizirali le 
Gp7_sigBT in pri pridobivanju celične mase gojišča po dodatku IPTG-ja stresali še 3 ure 
pri 180 vrt./min in 37 °C in nadaljevali s postopkom, ne preko noči pri 20 °C.  
 
Pri dializi smo vzorce prenesli v 3 L pufra HEPES in pustili preko noči, brez menjavanja 
pufra po 1 L.  
 










 BCA Protein Assay Kit). S serijo proteinskih vzorcev z 
znano koncentracijo in dodatkom reagentov A in B ter našim vzorcem z neznano 
koncentracijo proteinov na podlagi absorbance določimo količino. V bazičnem mediju 




), s katerimi 2 molekuli BCA tvorita 
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kompleks. Nastalemu vodotopnemu kompleksu se pomeri absorbanca pri 562 nm, saj 
koncentracija nastalih kompleksov skoraj linearno narašča s povečevanjem koncentracije 
proteina.    
 
Na mikrotitrno ploščo smo dali vzorce proteinov z znano koncentracijo, dializni pufer in 
protein (redčen in 2x redčen) (Preglednica 8). Posebej smo zmešali 2450 µL reagenta A in 
50 reagenta B (mešanica se obarva zeleno) in nato v vsako jamico k vzorcem in 
standardom hitro dodali 200 µL mešanice. Ploščico smo 30 s mešali in jo nato zavili v alu 
folijo ter inkubirali 30 min pri 37 °C. Vzorci so se v ustreznem razmerju obarvali vijolično. 
Nato smo pomerili absorbanco s čitalcem mikrotitrnih plošč pri 562 nm. 
 
Od dobljenih absobanc za vzorce smo odšteli absorbanco dializnega pufra. Dobljene 
vrednosti za absorbanco vzorcev z znano koncentracijo smo povezali s koncentracijo 
proteina ter v Excelu narisali graf s trendno črto. Na podlagi te enačbe in absorbance 
vzorcev proteina Gp7_sigBT smo izračunali koncentracijo proteina. 
 




































    
 
3.2.2 Preverjanje aktivnosti proteaz 
 
Izolati rodu Bacillus v svoje okolje sproščajo številne encime. Preverili smo, ali encimi, ki 
jih Bacillus sprošča v gojišče, proteolitsko razgradijo protein gp7, še preden bi imel 
možnost interagirati in vstopiti v bakterijo.  
 
V 5 mL gojišča LB smo nacepili kolonijo Bacillus thuringiensis GBJ002 (lexAA96D) in jo 
preko noči inkubirali s stresanjem pri 180 vrt./min in 37 °C. Naslednji dan smo 400 µL 
prekonočne kulture prenesli v 40 mL svežega gojišča LB in inkubirali s stresanjem pri 180 
vrt./min in 30 °C do eksponentne faze OD600=0,8. Nato smo centrifugirali 15 min na 8000 
g pri sobni temperaturi. V supernatant smo dodali naš izoliran protein gp7, da bi videli, ali 
so v supernatantu prisotne proteaze, ki bi lahko razgradile protein (Preglednica 9). 
Pripravili smo tudi vzorec proteina, ki smo mu namesto izrabljenega gojišča dodali fosfatni 
pufer kot kontrolo. Mikrocentrifugirke smo inkubirali 1 h pri 30 °C. Po inkubaciji smo v 
vsako dodali še 7 µL nanašalnega pufra in nato vzorce nanesli na komercialni NaDS gel 
NuPAGE
®
 4-12 %. Elektroforeza je trajala 30 min pri napetosti 200 V. 
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Preglednica 9: Vsebina mikrocentrifugirk za preverjanje aktivnosti proteaz na protein gp7 v izrabljenem 
gojišču. V vsaki je bil protein Gp7_sigBT in supernatant ali le fosfatni pufer. Uporabili smo protein v 





Supernatant (µL) Fosfatni pufer 
(µL) 
1,8 0,846 18,2 - 
5 2,35 15 - 
1,8 0,846 - 18,2 
5 2,35 - 15 
 
Na NaDS PAGE smo nanesli Gp7_sigBT, tretiran s fosfatnim pufrom, in Gp7_sigBT, 
predinkubiran s supernatantom.  
 
3.2.3 Odstranjevanje histidinskega repka s proteina gp7  
 
Izoliran protein gp7 ni bil nativen protein, ampak je vseboval še dodano signalno 
sekvenco, zaporedje, ki ga reže enterokinaza, in histidinski repek. Za nadaljnje poskuse 
smo potrebovali protein s končno prosto signalno sekvenco, zato smo z encimom 
enterokinaza odstranili histidinski repek s proteinov. Zaporedje, ki ga reže enterokinaza, je 
asparaginska kislina - asparaginska kislina - asparaginska kislina - asparaginska kislina – 
lizin. Encim reže za lizinom ter tako v celoti odstrani tarčno zaporedje. Po rezanju tako 
ostane prosta signalna sekvenca. Rekombinantna enterokinaza je očiščena katalitična 
podenota goveje enterokinaze, ki ima enako cepitveno mesto kot nativni encim in podobno 
encimsko aktivnost.   
 
3.2.3.1 Rezanje z rekombinantno enterokinazo (komplet: Enterokinase Cleavage Capture 
Kit) z manjšo količino vzorca 
 
Količine reagentov smo preračunali tako, da je bilo razmerje encim:protein=1:50. 
 
V 9 µL pufra za shranjevanje (1X rEK Dilution/Storage Buffer) smo dodali 1 µL 
rekombinantne enterokinaze 1U/ L, tako da je bilo v 10 µL 5 U (v izhodiščnem volumnu je 
bilo 8,6 U/ µL). Nato smo zmešali 8 µL proteina Gp7_sigBT, 0,96 µL pufra za rezanje 
(10X rEK Cleavage/Capture Buffer) in 0,8 µL rekombinantne enterokinaze v pufru (pufer 
za shranjevanje + rekombinantna enterokinaza (0,5 U/µL)). Uporabili smo protein v 
koncentraciji 0,51 mg/mL, torej ga je bilo v reakcijski mešanici 4,08 µg.  
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3.2.3.2 Preverjanje uspešnosti encimske cepitve z NuPAGE-gelom 
 
Za preverjanje uspešnosti encimske cepitve smo uporabili komercialen gel NuPAGE™ 4 
do 12 %, Bis-Tris, z debelino 1.0 mm, ki je namenjen optimalni ločbi denaturiranih 
proteinov. Je nevtralnega pH-ja, ki minimizira sekundarne modifikacije proteina.  
 
V vzorce smo dodali nanašalni gel, ki ustavi reakcijo, saj proteine denaturira in negativno 
nabije. Na gel smo nanesli lestvico (5 µL), reakcijsko mešanico proteina z encimom (7 
µL), nerezan Gp7_sigBT (2, 8 in 15 µL) in proteinsko mešanico, pridobljeno z neočiščeno 
NiNTo (10 µL). Elektroforeza je trajala 30 min pri napetosti 200 V. 
 
3.2.3.3 Rezanje z rekombinantno enterokinazo (komplet: Enterokinase Cleavage Capture 
Kit)  
 
Količine reagentov smo preračunali, da je bilo razmerje encim:protein=1:20. 
 
Zmešali smo 1,5 mL proteina Gp7_sigBT, 167,2 µL pufra za rezanje (10X rEK 
Cleavage/Capture Buffer) in 5 µL rekombinantne enterokinaze. Mikrocentrifugirko smo 
pustili pri 23 °C preko noči. Protein smo izolirali s koncentracijo 0,51 mg/mL; v 1,5 mL 
proteina je tako 715 µg. To delimo z 20 in dobimo 35,75 (toliko enot encima potrebujemo 
za razmerje 1:20). Založna raztopina encima ima 8,6 U/µL, torej potrebujemo 4,2 (5) µL 
encima. 10X rEK Cleavage/Capture Buffer mora biti v razmerju 1:9 z mešanico, zato 1,5 
mL+5 µL delimo z 9. Izračunanih 167,2 µL pufra smo uporabili za rezanje. 
 
3.2.3.4 Preverjanje uspešnosti encimske cepitve z NuPAGE-gelom 
 
V vzorce smo dodali nanašalni gel. Na gel smo nanesli lestvico (5 µL), reakcijsko 
mešanico proteina po dvodnevnem tretiranju z encimom (7 µL), reakcijsko mešanico 
proteina z encimom, kjer je reakcija potekala preko noči in nerezan protein gp7.  
 
Mešanica proteina po dvodnevnem tretiranju je reakcija, ki je potekala 2 dni in po 1 dnevu 
še ni bila končana (vzorec iz poglavja 3.2.3.1 Rezanje z rekombinantno enterokinazo 
(komplet: Enterokinase Cleavage Capture Kit) z manjšo količino vzorca). Zato smo po 2 
dneh vzorec ponovno analizirali z NaDS PAGE.  
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3.2.4 Odstranjevanje rekombinantne enterokinaze  
 
Rekombinantno enterokinazo iz vzorca odstranimo z uporabo afinitetne kromatografije (po 
navodilih proizvajalca EKapture
TM 
Agarose), tarčni protein gp7 pa ponovno zberemo z 
uporabo filtracije. 
 




50 µL agaroze veže 2 U encima rEK in ker smo imeli v vzorcu 38,25 U, smo potrebovali 
956,25 µL agaroze. Ta je shranjena v pufru, zato smo potrebovali 1912,5 µL agaroze 
(EKapture
TM 
Agarose). To količino smo prenesli v 15 mL falkonko in centrifugirali 5 min 
na 1000 g pri sobni temperaturi. Agaroza se je posedla na dno, supernatant pa smo 
odstranili in dodali 10-kraten volumen agaroze (brez volumna pufra, torej polovico 
izhodiščnega volumna, kar je 956,25 µL). Dodali smo torej 9,5625 mL pufra za rezanje 
(1X rEK Cleavage/Capture Buffer) in ponovno centrifugirali 5 min na 1000 g. Supernatant 
smo odstranili in agarozo resuspendirali v 956,25 µL pufra za rezanje (1X rEK 
Cleavage/Capture Buffer). 
 
3.2.4.2 Odstranjevanje rekombinantne enterokinaze  
 
Pripravljeni agarozi smo dodali 1,5 mL našega vzorca (Gp7_sigBT in rekombinantna 
enterokinaza v pufru) in inkubirali 10 min pri sobni temperaturi s počasnim mešanjem. 
Nato smo vzorec postopoma dodajali na filtracijske membrane (Spin Filters) in 
centrifugirali 5 min na 1000 g. Vso prečiščeno tekočino smo zbrali v eni 5 mL 




Postopek kot v poglavju 3.2.1.4.3. 
 
V Spectra/Por dializne membrane za proteine do 3,5 kDa smo prenesli naš protein in 
pustili preko noči v 3 L dializnega pufra ob mešanju z magnetnim mešalom. Pufer je imel 
pH 7,4 in je vseboval 0,3 L 10x PBS in 2,7 L dH2O. 
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3.2.5 Test prehoda proteinov Gp7_sigBT (protein s prosto signalno sekvenco) v B. 
thuringiensis z analizo promotorske aktivnosti z β-galaktozidaznimi testi  
 
Β-galaktozidaza je encim, ki katalizira hidrolizo glikozidne vezi in nastane s prepisom lacZ 
gena na laktoznemu operonu E. coli. Encim je tetramer in njegova normalna funkcija v 
celici je, da cepi laktozo na glukozo in galaktozo, ki sta tako lahko uporabljeni kot vir 
ogljika. Kot substrat pa je ravno tako prepoznan ONPG (o-nitrofenil-beta-D-
galaktopiranozid), ki ga β-galaktozidaza razcepi na galaktozo in o-nitrofenol, ki je rumene 
barve in tako vidno zaznan v raztopinah. Količino o-nitrofenola merimo z merjenjem 
absorbance pri valovni dolžini 420 nm. Če je ONPG v reakciji prisoten v prebitku, je 
produkcija rumenega o-nitrofenola na časovno enoto proporcionalen koncentraciji β-
galaktozidaze. Intenziteta rumene barve je tako lahko uporabna za določanje encimske 
koncentracije. V eksperimentu sklopimo izbrani promotor z genom lacZ in prek aktivnosti 
encima določimo aktivnost promotorja.  
 
Za preverjanje aktivnosti β-galaktozidaze se uporablja tudi X-gal (5-bromo-4-kloro-3-
indolil-β-D-galaktopiranozid). Je analog laktoze in ob cepitvi β-glikozidne vezi razpade na 
galaktozo in 5-bromo-4-kloro-3-hidroksindol, ki spontano dimerizira in tvori barven 
produkt. X-gal je brezbarven, zato prisotnost modro obarvanega produkta pomeni aktiven 
encim.  
 
Za naš eksperiment smo uporabili 2 seva Bacillus thuringiensis, GBJ002 pDG148-
ORF7/pHT304.18Z-Din1-2 (317) in GBJ002 pDG148/pHT304.18Z-Din1-2 (607). Oba 
seva vsebujeta dva plazmida pHT304.18Z-Din1-2, s katerim preverjamo aktivnost 
promotorja, in plazmid pDG148 ali pDG148gp7. 
 
Na plazmidu pHT304.18Z-Din1-2 je gen lacZ sklopljen s promotorjema P1-P2 faga 
GIL01. Ob aktivnosti promotorjev tako pride do nastanka aktivnega encima β-
galaktozidaze in obarvanega produkta (modro ali rumeno, odvisno od reagenta). Na 
plazmidu je zapis za odpornost proti antibiotiku eritromicinu.  
 
pDG148 se uporablja za ekspresijo proteinov v Bacillusu. Na plazmidu pDG148 je zapis za 
odpornost proti antibiotiku kanamicinu. Pri pDG148-ORF7 je v MCS (multi cloning site, 
poliklonsko mesto) vstavljen gen za gp7 (ORF7), ekspresija ORF7 je tako pod nadzorom 
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3.2.5.1 Priprava prekonočne kulture Bacillus thuringiensis GBJ002 pDG148-
ORF7/pHT304.18Z-Din1-2 (317) in GBJ002 pDG148/pHT304.18Z-Din1-2 (607) 
 
S sterilnim zobotrebcem smo s plošč prenesli eno kolonijo seva 317 in z drugim 
zobotrebcem seva 607 ločeno v 10 mL gojišč LB z antibiotikoma kanamicinom (50 
µg/mL) in eritromicinom (25 µg/mL) ter ju preko noči inkubirali s stresanjem pri 180 
vrt./min in pri 30 °C. Naslednji dan smo 10 mL zrasle kulture prenesli v 20 mL gojišča in 
ju inkubirali s stresanjem do eksponentne faze rasti OD595= 0,6-0,8.  
 
3.2.5.2 β-galaktozidazni test na trdih gojiščih (modro-beli test) 
 
Pripravili smo plošče LB s kanamicinom (50 µg/mL), eritromicinom (25 µg/mL), IPTG-
jem (1 mM), mitomicinom C (50 ng/mL) in X-galom, raztopljenim v DMF-ju (0,20 
mg/mL).  
 
V 30 mL mehkega agarja (0,6 %) smo dodali 30 µL kanamicina (50 µg/mL), 30 µL 
eritromicina (25 µg/mL), 60 µL X-gala (0,20 mg/mL), 30 µL IPTG-ja (1 mM) in 15 µL 
mitomicina (50 ng/mL). V 4 epruvete smo dali po 6 mL te raztopine in jih nastavili na 
termoblok, da smo vsebino epruvet ohranjali na temperaturi 48 °C. V vsako epruveto smo 
dodali po 100 µL kulture v eksponentni fazi (v eno sev 317, v tri 607). Epruveto smo 
povrteli med dlanema in s tem premešali vsebino ter jo nato ob ognju razlili na prej 
pripravljene plošče z X-galom. Ko so se strdile, smo na plošče s kulturo 607 dodali: 
- 10 µL nerezanega proteina gp7 v koncentraciji 0,51 mg/mL (5,1 µg), 
- 10 µL rezanega proteina gp7 v koncentraciji 0,19 mg/mL (1,9 µg),  
- 10 µL 2x redčenega rezanega proteina (koncentracija 0,095 mg/mL, masa 0,95 µg), 
- 10 µL proteina gp7 brez signalne sekvence v koncentraciji 1,55 mg/mL (15,5 µg),  
- 10 µL dializnega pufra. 
Ko so se plošče posušile, smo vse štiri čez noč inkubirali pri 30 °C. 
 
3.2.5.3 Test inhibicije bakterijske rasti 
 
Ker pri β-galaktozidaznem testu nobena kultura, tudi kontrolni, ni zrasla, smo preverili, kaj 
je inhibiralo bakterijsko rast.  
 
Na eno ploščo LB s kanamicinom (50 µg/mL) in eritromicinom (25 µg/mL) smo nanesli 
mitomicin (50 ng/mL) ter ga razmazali z Drigalskijevo spatulo. Po 6 mL raztopljenega 
mehkega agarja smo v epruveti na termobloku ogrevali na 48 °C. V eno epruveto smo 
dodali antibiotika kanamicin in eritromicin ter 100 µL kulture seva 607 in to razlili na 
ploščo LB s kanamicinom in eritromicinom. V drugo epruveto pa smo poleg kulture, 
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kanamicina in eritromicina, dodali še mitomicin C in razlili na ploščo, prej premazano z 
mitomicinom C. Ko se je mehki agar strdil, smo plošči preko noči inkubirali pri 30 °C.  
 
3.2.5.4 β-galaktozidazni test na trdih gojiščih z nižjo koncentracijo mitomicina 
 
Pripravili smo plošče LB s kanamicinom (50 µg/mL), eritromicinom (25 µg/mL), IPTG-
jem (1 mM), mitomicinom C (5 ng/mL) in X-galom, raztopljenim v DMSO-ju (0,20 
mg/mL).  
 
Prekonočne kulture smo pripravili kot v poglavju 3.2.5.1.  
 
Postopek smo nadaljevali kot v poglavju 3.2.5.2, le da je bila končna koncentracija 
mitomicina C 5 ng/mL.  
 
3.2.5.5 β-galaktozidazni test na trdih gojiščih brez mitomicina C  
 
Pripravili smo plošče LB s kanamicinom (50 µg/mL), eritromicinom (25 µg/mL), IPTG-
jem (1 mM) in X-galom, raztopljenim v DMSO-ju (0,20 mg/mL).  
 
Prekonočne kulture smo pripravili kot v poglavju 3.2.5.1.  
 
Postopek smo nadaljevali kot v poglavju 3.2.5.2, le brez mitomicina C v gojiščih. V eno 
ploščo smo s kovinsko palico naredili tri luknjice, v katere smo dodali dializni pufer, 
rezana proteina Gp7_sigBT v koncentraciji 0,51 mg/mL in gp7 brez signalne sekvence v 
koncentraciji 1,55 mg/mL, da je bila luknjica zapolnjena tri četrt. Ko so se plošče posušile, 
smo vseh pet čez noč inkubirali na 30 °C. 
 
3.2.5.6 β-galaktozidazni test v tekočih gojiščih  
 
V gojišče LB s kanamicinom (50 µg/mL) ter eritromicinom (25 µg/mL) smo nacepili 
koloniji sevov 317 in 607 ter ju gojili s stresanjem pri 180 vrt./min in 30 °C preko noči. 
Naslednji dan smo 10 µL prekonočne kulture prenesli v 1 mL gojišča LB z dodanim 
kanamicinom (50 µg/mL) in eritromicinom (25 µg/mL) ter inkubirali s stresanjem pri 30 
°C. Po 1 uri smo v vse epruvete dodali 1M IPTG do končne koncentracije 0,1 mM. S tem 
smo inducirali sintezo proteina gp7 (ORF7). Po 2 urah in pol od začetka smo v določene 
epruvete dodali 158 µL rezanega gp7 v koncentraciji 0,19 mg/mL ali 19,4 µL gp7 brez 
signalne sekvence v koncentraciji 1,55 mg/mL. Končna koncentracija proteina v gojiščih je 
bila 30 µg/mL. Po 4 urah od začetka smo za uvedbo poškodb na DNA dodali mitomicin C 
s končno koncentracijo v gojišču 20 ng/m. Nato smo odpipetirali po 20 µL vsakega vzorca 
v mikrocentrifugirke in jih shranili ter 200 µL za na mikrotitrno ploščico, na kateri smo 
potem pomerili OD. Vzorce smo odvzeli še po 30, 60 in 90 minutah od dodatka 
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mitomicina. Vzorcem smo pomerili OD pri 630 nm, saj aparatura ni imela filtra ustrezne 
valovne dolžine. Odčitek enega vzorca smo primerjali s tistim pri OD pri 595 nm in razliko 
upoštevali pri vseh ostalih meritvah. Vzorce smo spravili pri -20 °C za nadaljnjo analizo. 
 
Za pripravo celičnega lizata smo bakterijskim celicam v mikrocentrifugirkah, v digestoriju, 
dodali 980 µL pufra Z in kapljico toluena. Vsako smo 10 minut vorteksirali in jih nato 
inkubirali 5 min pri 37 °C.  Po tem smo dodali 200 µL pufra Z z dodanim ONPG (do 
končne koncentracije 4 mg/mL) v vsako mikrocentrifugirko, vzorec premešali in 21 min 
inkubirali pri 37 °C. Določeni vzorci so se obarvali rumeno, kar nakazuje razgradnjo 
ONPG z β-galaktozidazo. Reakcijo smo nato ustavili z dodatkom 500 µL 1M Na2CO3. 
Vzorce smo nato centrifugirali 7 minut na 13 000 g in 250 µL supernatanta prenesli na 
mikrotitrno ploščo. Plošči smo s čitalcem mikrotitrnih plošč pomerili OD pri 420 nm.  
Nato smo izračunali aktivnost encima po enačbi (2). Aktivnost encima izražamo v 
Millerjevih enotah. 
 
             … (2) 
 
3.2.6 Preverjanje prisotnosti proteinov na NaDS gelu SurePAGE  
 
Uporabili smo komercialni gel SurePAGE, Bis-Tris z 10 nanašalnimi jamicami in 
gradientom 4-20 %. pH je nevtralen, da se zmanjša hidroliza poliakrilamida, poveča 
stabilnost proteinov in zmanjša modifikacije proteinov. Postopek kot v poglavju 3.2.1.4.5. 
Vzeli smo 40 µL vzorca iz epruvete s sevom 607 in dodanim Gp7_sigBT (gp7 s prosto 
signalno sekvenco na N-terminalnem koncu, brez histidinskega repka) in 40 µL vzorca iz 
epruvete s sevom 607 in dodanim gp7 brez signalne sekvence. Celice smo centrifugirali 10 
min pri sobni temperaturi. Supernatant smo nanesli na gel. Na gel smo dodali še vzorec 
Gp7_sigBT (gp7 s prosto signalno sekvenco na N-terminalnem koncu, brez histidinskega 
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4.1 IZOLACIJA REKOMBINANTNIH PROTEINOV Gp7_sigBT, Gp7_sigSA, 
Ddr_sigBT in Ddr_sigSA 
 
4.1.1 Priprava plazmidnih konstruktov 
 
Vsi rekombinantni proteini so bili zasnovani tako, da je nukleotidnemu zaporedju za 
protein na N-terminalnem delu dodana signalna sekvenca peptida, ki naj bi omogočila vnos 
sklopljenega proteina v bakterijo Bacillus thuringiensis (oznaka signalnega zaporedja: 
sigBT) ali Staphylococcus aureus (sigSA). Pred zaporedjem za signalno zaporedje je 
dodano mesto, kjer encim enterokinaza reže zaporedje za lizinom (K) in v celoti odstrani 
tarčno mesto ter histidinski repek, ki omogoča afinitetno izolacijo z agarozo Ni-NTA z 
vezavo na nikljeve ione (Slike 5, 6, 7, 8). Sintetiziran protein smo tako lahko očistili iz 
vzorca ter po obdelavi z encimom pridobili protein, ki je imel prosto signalno sekvenco na 
N-terminalnem koncu.  
 
 
Slika 5: Nukleotidni in aminokislinski zapis za protein Gp7_sigBT. Zgornji zapis predstavlja izhodiščno 
sekvenco, ki je bila vstavljena v plazmid pET29b(+) in predstavlja nukleotidno zaporedje. Z zeleno označeni 
nukleotidi so zapis za histidinski repek, z modro je mesto za cepitev z enterokinazo, z vijolično signalna 
sekvenca za vnos proteina v bakterijo Bacillus thuringiensis, z rdečo stop kodon, s črno pa nukleotidi za 
protein gp7. Zelena puščica predstavlja transkripcijo in translacijo do proteina. Zaporedje, obdano s črnimi 
premicami, je aminokislinsko zaporedje rekombinantnega proteina. Barve pomensko predstavljajo enako kot 
za nukleotidno zaporedje.   
 
 
Slika 6: Nukleotidni in aminokislinski zapis za protein Gp7_sigSA. Zgornji zapis predstavlja izhodiščno 
sekvenco, ki je bila vstavljena v plazmid pET29b(+) in predstavlja nukleotidno zaporedje. Z zeleno označeni 
nukleotidi so zapis za histidinski repek, z modro je mesto za cepitev z enterokinazo, z vijolično signalna 
sekvenca za vnos proteina v bakterijo Staphylococcus aureus, z rdečo stop kodon, s črno pa nukleotidi za 
protein gp7. Zelena puščica predstavlja transkripcijo in translacijo do proteina. Zaporedje, obdano s črnimi 
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premicami, je aminokislinsko zaporedje rekombinantnega proteina. Barve pomensko predstavljajo enako kot 
za nukleotidno zaporedje.   
 
 
Slika 7: Nukleotidni in aminokislinski zapis za protein Ddr_sigBT. Zgornji zapis predstavlja izhodiščno 
sekvenco, ki je bila vstavljena v plazmid pET29b(+) in predstavlja nukleotidno zaporedje. Z zeleno označeni 
nukleotidi so zapis za histidinski repek, z modro je mesto za cepitev z enterokinazo, z vijolično signalna 
sekvenca za vnos proteina v bakterijo Bacillus thuringiensis, z rdečo stop kodon, s črno pa nukleotidi za 
protein DdrR. Zelena puščica predstavlja transkripcijo in translacijo do proteina. Zaporedje, obdano s črnimi 
premicami, je aminokislinsko zaporedje rekombinantnega proteina. Barve pomensko predstavljajo enako kot 
za nukleotidno zaporedje.   
 
 
Slika 8: Nukleotidni in aminokislinski  zapis za protein Ddr_sigSA. Zgornji zapis predstavlja izhodiščno 
sekvenco, ki je bila vstavljena v plazmid pET29b(+) in predstavlja nukleotidno zaporedje. Z zeleno označeni 
nukleotidi so zapis za histidinski repek, z modro je mesto za cepitev z enterokinazo, z vijolično signalna 
sekvenca za vnos proteina v bakterijo Staphylococcus aureus, z rdečo stop kodon, s črno pa nukleotidi za 
protein DdrR. Zelena puščica predstavlja transkripcijo in translacijo do proteina. Zaporedje, obdano s črnimi 
premicami, je aminokislinsko zaporedje rekombinantnega proteina. Barve pomensko predstavljajo enako kot 
za nukleotidno zaporedje.   
 
4.1.2 Sinteza in afinitetna izolacija topnih proteinov s histidinskim repkom  
 
V kompetentne celice smo s transformacijo vnesli plazmid pET29b(+), ki nosi zapis za 
izbrani protein s signalno sekvenco za vnos v Bacillus thuringiensis (sigBT) ali 
Staphylococcus aureus (sigSA). Transformante smo selekcionirali na gojišču z 
antibiotikoma kanamicin in kloramfenikol, saj je zapis za odpornost proti kanamicinu na 
plazmidu, zapis za odpornost proti kloramfenikolu pa na BL21(DE3) pLysE. Izbrane 
kolonije smo nato precepili in pridobili večjo celično maso. Z dodatkom IPTG-ja smo 
aktivirali sintezo rekombinantnih proteinov Gp7_sigSA, Gp7_sigBT, Ddr_sigSA in 
Ddr_sigBT. S centrifugiranjem gojišč smo pridobili celične pelete, iz katerih smo z lizo 
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celic sprostili vsebino. Dodani encimi (DNaza, RNaza) so razgradili molekule DNA in 
RNA, ki jih nismo potrebovali, dodani proteinazni inhibitorji pa so inhibirali delovanje 
celičnih proteaz, ki bi razgradile proteine. S soniciranjem resuspendiranih peletov smo 
dodatno razgradili celice in po centrifugiranju odstranili netopne dele celic. Uporabili smo 
agarozo Ni-NTA, da so se rekombinantni proteini prek histidinskega repka vezali na 
kroglice. Iz kolone smo spirali ostale snovi. Na koncu smo kolono spirali z elucijskim 
pufrom, da so se razvezali še vezani proteini. Ker ta pufer za daljše shranjevanje ni 
primeren, smo vzorce dializirali ter nato uspešno izolacijo preverili z NaDS PAGE 
elektroforezo.  
 
Na sliki 9 predstavljamo ločbo očiščenih proteinov z NaDS PAGE. Na gelu so vidni 
proteini večjih molekulskih mas, kot pričakovano: 8382,24 Da (Gp7_sigBT), 8415,27 Da 
(Gp7_sigSA), 11316,39 Da (Ddr_sigBT) in 11349,42 Da (Ddr_sigSA). Na gelu opazimo 
prisotno mešanico več proteinov v posameznem vzorcu (Slika 9). Slednje nakazuje na 
proteinske nečistoče, pridobljene tekom postopka izolacije, oziroma na različna 
oligomerna stanja želenih protenov. 
 
 
Slika 9: Ločba izoliranih rekombinantnih proteinov Gp7_sigSA, Gp7_sigBT, Ddr_sigSA in Ddr_sigBT s 15 
% NaDS PAGE. Proteini so bili nanešeni po vrstnem redu: PL – proteinska lestvica, 1 - Ddr_sigSA, 2 - 
Ddr_sigBT, 3, 4 - Gp7_sigSA, 5 - Gp7_sigBT, 6,7 – lexA. Ker je bila absorbanca na NanoDropu zelo 
majhna in v nekaterih vzorcih celo negativna, masa dodanega proteina ni pripisana. Na gel smo dodali po 30 
µL vzorca, razen v jamice z oznako 3, 4 in 6, 7, kjer je nanešeno 2 in 10 µL vzorca.  
 
4.1.3  Optimizacija sinteze topnih proteinov 
 
Proteine smo izolirali iz celic, ki so bile inkubirane pri 20 in 37 °C, da bi videli, ali 
temperatura vpliva na sintezo izbranih proteinov. Visoka koncentracija proteinov v vzorcu 
tudi nakazuje, da je res prišlo do očiščenja rekombinantnega proteina. Nauspešnejši 
izolaciji sta bili za Gp7_sigSA pri obeh temperaturah (Preglednica 10).  
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Preglednica 10: Določitev koncentracije izoliranih proteinov Gp7_sigBT, Gp7_sigSA, Ddr_sigSA in 
Ddr_sigBT iz celic seva BL21(DE3) pLysE s plazmidom pET29b(+) z ustreznim vključkom. Prikazane so 
molekulske mase v Daltonih, ekstinkcijski koeficient, izmerjena absorbanca pri 280 nm, temperatura gojenja 












Ddr_sigBT 11316.39 12950 20 0,03 0,026 
Ddr_sigSA 11349.42 11460 20 0,03 0,03 
Gp7_sigSA 8415.27 2980 20 0,24 0,68 
Gp7_sigBT 8382.24 4470 20 0,05 0,09 
Ddr_sigBT 11316.39 12950 37 0,05 0,04 
Ddr_sigSA 11349.42 11460 37 0,3 0,3 
Gp7_sigSA 8415.27 2980 37 0,04 0,11 
Gp7_sigBT 8382.24 4470 37 0,04 0,08 
 
4.1.4 Afinitetna izolacija topnih proteinov s histidinskim repkom, sintetiziranih v sevu 
E. coli  BL21(DE3) 
 
Ker nismo bili uspešni s sintezo proteinov v sevu BL21(DE3) pLysE, smo za sintezo 
rekombinantnih proteinov uporabili sev E.coli BL21(DE3). Uporabili smo afinitetno 
kromatografijo in izolirane proteine analizirali. 
 
S spektrofotometrično analizo na NanoDrop 1000 smo preverili koncentracijo proteinov v 
vzorcu pri valovni dolžini 280 nm. Po enačbi 1 smo izračunali masno koncentracijo 
(Preglednica 11). Elucijske frakcije proteinov smo analizirali tudi z NaDS PAGE in analiza 
kaže, da smo uspešno izolirali rekombinantna proteina Gp7_sigBT in Gp7_sigSA (Slika 
10). 
 
Preglednica 11: Določitev koncentracije izoliranih proteinov Gp7_sigBT, Gp7_sigSA, Ddr_sigSA in 
Ddr_sigBT iz celic seva BL21(DE3) s plazmidom pET29b(+) z ustreznim vključkom.  Prikazane so 
molekulske mase v Daltonih, ekstinkcijski koeficient, izmerjena absorbanca pri 280 nm, izračunana 







c (M) c (µM) p (mg/mL) 
Ddr_sigBT 11316.39 12950 0,072 5,55985E-06 5,559846 0,06 
Ddr_sigSA 11349.42 11460 0,112 9,77312E-06 9,773124 0,23 
Gp7_sigSA 8415.27 2980 0,133 4,46309E-05 44,63087 0,38 
Gp7_sigBT 8382.24 4470 0,248 5,5481E-05 55,48098 0,47 
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Slika 10: Ločba izoliranih rekombinantnih proteinov Gp7_sigSA, Gp7_sigBT, Ddr_sigSA in Ddr_sigBT s 15 
% NaDS PAGE. Proteini so bili nanešeni po vrstnem redu: PL – proteinska lestvica, 1 - 0,69 µg Ddr_sigSA, 
2 - 2,3 µg Ddr_sigSA, 3 - 1,14 µg Gp7_sigSA, 4 - 3,8 µg Gp7_sigSA, 5 - 1,41 µg Gp7_sigBT,  6 - 4,7 µg 
Gp7_sigBT, 7 - 0,9 µg Ddr_sigSA. 
 
4.1.5 Afinitetna izolacija topnih proteinov Ddr_sigSA, Ddr_sigBT s histidinskim 
repkom, sintetiziranih v sevu E. coli  BL21(DE3) 
 
Sinteza rekombinantnih proteinov Ddr_sigSA in Ddr_sigBT v celicah seva BL21(DE3) z 
vključenim plazmidom pET29b(+) z ustreznim vključkom. Kulture so bile po indukciji z 
IPTG-jem stresane pri 20 °C. Rezultati nakazujejo, da smo v nizki koncentraciji izolirali 
rekombinantna proteina Ddr_sigBT in Ddr_sigSA (Preglednica 12). 
 
Preglednica 12: Določitev koncentracije izoliranih proteinov Ddr_sigSA in Ddr_sigBT iz celic seva 
BL21(DE3) s plazmidom pET29b(+) z ustreznim vključkom. Prikazane so molekulske mase v Daltonih, 
ekstinkcijski koeficient, izmerjena absorbanca pri 280 nm, izračunana množinska koncentracija v molih in 







c (M) c (µM) p (mg/mL) 
Ddr_sigBT 11316.39 12950 0,12 9,26641E-06 9,266409 0,10 
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4.1.6 Afinitetna izolacija topnega proteina Gp7_sigBT s histidinskim repkom, 
sintetiziranim v sevu E. coli  BL21(DE3) 
 
Izolacijo proteina Gp7_sigBT smo ponovili v večjem volumnu, da bi pridobili večjo 
količino proteina. Koncentracijo izoliranemu proteinu Gp7_sigBT smo določili s testom z 
uporabo bikinhonske kisline (Pierce
TM
 BCA test). Najprej smo izdelali umeritveno 
krivuljo, pripravljeno z znanimi koncentracijami govejega serumskega albumina 
(Preglednica 13, Slika 11). Iz enačbe premice smo iz izmerjenih absorbanc vzorcem 
proteina gp7 določili koncentracijo in za dejansko vrednost izračunali povprečje meritev. 
Koncentracija izoliranega proteina je 0,51 mg/mL (Preglednica 14).  
 
Preglednica 13: Masne koncentracije vzorcev serumskega albumina in pripadajoče absorbance pri 562 nm. 
Masne koncentracije vzorcev albuminskih standardov (albumin BSA standards) v mg/mL so podane s strani 
proizvajalca, zato smo jih povezali z ujemajočo absorbanco, ki smo jo dobili z meritvijo na čitalcu 
mikrotitrnih plošč (Tecan). V preglednici so že vrednosti, ki so rezultat razlike absorbance standarda in 
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Slika 11: Umeritvena krivulja za vzorce serumskega albumina pri testu z bikinhonsko kislino. Iz pridobljenih 
vrednosti iz preglednice 12 smo v Excelu narisali raztreseni grafikon z ravnimi črtami in oznakami. Na x osi 
so absorbance pri valovni dolžini 562 nm, na y osi pa masne koncentracije albuminskih standardov v mg/mL. 
S pomočjo programa dobimo enačbo premice in izris kvadratne funkcije (modra črtkana črta). Enačba 
funkcije je y = 0,1147x
2
 + 0,5798x - 0,06. 
 
Preglednica 14: Masne koncentracije in absorbance naših vzorcev proteina Gp7_sigBT.  Imeli smo en vzorec 
z neznano koncentracijo, ki smo ga razdelili: dva neredčena vzorca proteina Gp7_sigBT in dva 2x redčena 
vzorca proteina (10 µL proteina Gp7_sigBT + 10 µL dializnega pufra). Po enačbi umeritvene krivulje y = 
0,1147x
2
 + 0,5798x - 0,06, smo izračunali masno koncentracijo vzorca (za x vrednost smo vstavili 
absorbanco). Za realno koncentracijo smo pri 2x redčenih vzorcih dobljeno številko pomnožili z 2. Povprečje 










0,8744 0,534674 - 0,534674 
0,8091 0,484204 - 0,484204 
0,4911 0,252403 2 0,504806 
0,5078 0,263999 2 0,527998 
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4.2 PREVERJANJE STABILNOSTI PROTEINA Gp7_sigBT V IZRABLJENEM 
GOJIŠČU 
 
Za protein gp7 je znano, da interagira s proteinom LexA, zato smo v nadaljevanju 
eksperimenta uporabljali le rekombinantni protein gp7 s signalno sekvenco za vstop v 
bakterijo B. thuringiensis (Gp7_sigBT). 
 
Vrste rodu Bacillus v gojišče sproščajo razne proteaze, zato smo preverili ali je protein gp7 
stabilen v takšnem gojišču. Za nadaljnje poskuse, s katerimi smo ugotavljali prehajanje v 
celice ali ne, je bilo potrebno ugotoviti ali je gp7 v gojišču stabilen. Zato smo kulturo B. 
thuringiensis GBJ002 (lexAA96D) centrifugirali in v supernatant dodali protein gp7. Za 
kontrolo smo inkubirali gp7 pri enakih pogojih, le v fosfatnem pufru. S tem smo dokazali, 
da protein ne razpade sam od sebe. Po inkubaciji smo vzorce analizirali z NaDS PAGE. Za 
vse 4 vzorce dobimo le liso v višini predvideno za protein gp7, brez dodatnih manjših lis, 
kar nakazuje, da je protein gp7 vsaj 1 h pri 30 °C stabilen v izrabljenem gojišču kulture B. 
thuringiensis (Slika 12). Predvidevamo, da je gp7 odporen na delovanje različnih 
proteinaz, ki jih izloča B. thuringiensis. 
 
 
Slika 12: Preverjanje stabilnosti proteina gp7 v prisotnosti izrabljenega gojišča kulture B. thuringiensis. 
Proteini so bili ločeni na gelu NuPAGE
®
 4-12 % in nanešeni po vrstnem redu: PL – proteinska lestvica, 1 - 
0,846 µg gp7 s supernatantom iz gojišča, 2 - 2,35 µg gp7 s supernatantom iz gojišča, 3 - 0,846 µg gp7 s 
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4.3 ODSTRANJEVANJE HISTIDINSKEGA REPKA S PROTEINA Gp7_sigBT 
 
4.3.1 Rezanje z rekombinantno enterokinazo in preverjanje uspešnosti encimske 
cepitve z NuPAGE-gelom  
 
Da bi pridobili rekombinanten protein gp7 s prosto signalno sekvenco, smo z enterokinazo 
odstranili histidinski repek. Reakcijsko mešanico smo pripravili v razmerju 
encim:protein=1:50, kar pomeni, da je prisotna 1 enota encima na 50 µg proteina. Za 
preverjanje uspešnosti reakcije smo vsebino nanesli na komercialni NaDS PAGE.  
 
V reakcijski mešanici z dodano rekombinantno enterokinazo so vidne tri lise na gelu (Slika 
13). Najmanjši proteini (najnižje na gelu) so odrezani histidinski repki, naslednji pas 
predstavlja protein Gp7_sigBT brez histidinskega repka, najpočasneje pa potujejo največji 
proteini, Gp7_sigBT s histidinskim repkom. Encim enterokinaza kljub dolgi inkubaciji 
reakcijske mešanice (preko noči) torej še ni popolnoma odcepil histidinskega repka z 




Slika 13: Preverjanje uspešnosti cepitve proteina Gp7_sigBT z enterokinazo (encim:protein=1:50). Proteini 
so bili ločeni na gelu NuPAGE
®
 4-12 % in nanešeni po vrstnem redu: PL – proteinska lestvica, 1 - reakcijska 
mešanica protein Gp7_sigBT z encimom rekombinantna enterokinaza (7 µL), 2 - 1,02 µg nerezanega 
Gp7_sigBT, 3 -  4,08 µg nerezanega Gp7_sigBT, 4 - 7,65 µg nerezanega Gp7_sigBT, 5 - proteinska 
mešanica, pridobljena z neočiščeno NiNTA (10 µL). 
 
V eni izmed izolacij smo nenačrtovano preskočili spiranje agaroze NI-NTA in jo tako v 
etanolu že zmešali s supernatantom. Etanol lahko povzroči denaturacijo proteinov, zato 
smo del vzorca dali na gel, kjer vidimo, da se protein vseeno ni oboril. Po najmočnejše 
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obarvanem pasu lahko sklepamo, da je bilo prisotno še več proteina kot v predzadnji 
jamici, torej več kot 7,65 µg. 
 
Pri odstranjevanju histidinskega repka v večji količini vzorca smo zmanjšali razmerje in 
reakcijsko mešanico pripravili v razmerju encim:protein=1:20. 
 
V reakcijski mešanici z manjšo količino vzorca, kjer je bil encim v razmerju 1:50 proti 
izoliranem proteinu, po 2 dneh opazimo, da je večina proteinov brez histidinskih repkov 
(Slika 14). V reakcijski mešanici, kjer je bilo razmerje 1:20, pa že po inkubaciji preko noči 
vidimo podobno sliko; rezanje je uspešno poteklo. V mešanici imamo torej protein, ki ima 
na koncu prosto signalno sekvenco. V reakcijskih mešanicah so vidne tri lise: najmanjši 
proteini (najnižje na gelu) so odrezani histidinski repki, naslednja lisa predstavlja protein 
Gp7_sigBT brez histidinskih repkov in prosto signalno sekvenco, zadnji pas, kjer so 




Slika 14: Preverjanje uspešnosti cepitve proteina Gp7_sigBT z enterokinazo (encim:protein=1:20). Proteini 
so bili ločeni na gelu NuPAGE
®
 4-12 % in nanešeni po vrstnem redu: PL – proteinska lestvica, 1 - reakcijska 
mešanica protein Gp7_sigBT z encimom rekombinantna enterokinaza (z manjšo količino vzorca) po 2 dneh 
(7 µL, encim:protein=1:50), 2 - reakcijska mešanica protein Gp7_sigBT z encimom rekombinantna 
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4.3.2 Določanje koncentracije proteina Gp7_sigBT s testom z uporabo bikinhonske 
kisline (Pierce
TM
 BCA test) 
 
Da pridobimo čist protein Gp7_sigBT s prosto signalno sekvenco brez encima 
enterokinaza, smo encim vezali na agarozo (EKapture Agarose) in jo s filtracijo odstranili. 
Dobljenemu proteinu smo po dializi s testom bikinhonske kisline določili koncentracijo. 
Na podlagi izračunane enačbe (Preglednica 15, Slika 15) in absorbance vzorcev proteina 
Gp7_sigBT smo izračunali koncentracijo proteina z odrezano afinitetno značko, ki je bila 
0,19 mg/mL (Preglednica 16). 
 
Preglednica 15: Masne koncentracije vzorcev serumskega albumina in pripadajoče absorbance pri 562 nm.  
Masne koncentracije vzorcev albuminskih standardov (albumin BSA standards) v mg/mL so podane s strani 
proizvajalca, zato smo jih povezali z ujemajočo absorbanco, ki smo jo dobili z meritvijo na čitalcu 
mikrotitrnih plošč (Tecan). V preglednici so že vrednosti, ki so rezultat razlike absorbance standarda in 
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Slika 15: Umeritvena krivulja za vzorce serumskega albumina pri testu z bikinhonsko kislino. Iz pridobljenih 
vrednosti iz preglednice 14 smo v Excelu narisali raztreseni grafikon z ravnimi črtami in oznakami. Na x osi 
so absorbance pri valovni dolžini 562 nm, na y osi pa masne koncentracije albuminskih standardov v mg/mL. 
S pomočjo programa dobimo enačbo premice in izris kvadratne funkcije (modra črtkana črta). Enačba 
funkcije je y = 0,2068x
2
 + 0,6954x - 0,0532.  
 
Preglednica 16: Masne koncentracije in absorbance naših vzorcev proteina Gp7_sigBT (gp7 s prosto signalno 
sekvenco). Imeli smo en vzorec z neznano koncentracijo, ki smo ga razdelili: dva neredčena vzorca proteina 
Gp7_sigBT in dva 2x redčena vzorca proteina (10 µL proteina Gp7_sigBT + 10 µL dializnega pufra). Po 
enačbi umeritvene krivulje y = 0,2068x
2
 + 0,6954x - 0,0532 smo izračunali masno koncentracijo vzorca (za x 
vrednost smo vstavili absorbanco). Za realno koncentracijo smo pri 2x redčenih vzorcih dobljeno številko 
























0,304 0,177313 - 0,177313 
0,329 0,197971 - 0,197971 
0,212 0,103519 2 0,207038 
0,204 0,097268 2 0,194536 
   0,194215 
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4.4 TEST PREHODA PROTEINOV Gp7_sigBT (PROTEIN S PROSTO SIGNALNO 
SEKVENCO) V B. thuringiensis Z ANALIZO PROMOTORSKE AKTIVNOSTI Z β-
GALAKTOZIDAZNIMI TESTI 
 
Z analizo promotorske aktivnosti promotorja P1, P2 bakteriofaga GIL01 smo preverili ali 
je protein Gp7_sigBT (gp7 s prosto signalno sekvenco) prešel v celice. Protein gp7 se veže 
na LexA in stabilizira njegovo vezavo na promotorsko področje DinBox1-2 (P1, P2), kar 
povzroča represijo transkripcije območij, ki so pod njegovim nadzorom. Ta promotorska 
regija je na plazmidu pHT304.18Z, kjer je sklopljena z genom lacZ brez lastnega 
promotorja, ki kodira encim β-galaktozidazo. Ob prisotnosti gp7 se aktiven encim 
sintetizira kasneje ali se sploh ne, kar se opazi z nerazgradnjo substratov ONPG ali X-gal. 
Če pa gp7 ni prisoten v celici, je promotor aktiven in gen lacZ se prepiše. Tako pride do 
nastanka aktivne β-galaktozidaze, ki cepi substrant ONPG. V tem primeru pride do 
nastanka rumenega produkta, katerega količino se pomeri z merjenjem absorbance pri 
valovni dolžini 420 nm. Če pa je prisoten X-gal, encim cepi tudi tega in zrasle kolonije na 
gojiščih so modro obarvane. Na plazmidu je tudi zapis za odpornost proti eritromicinu. V 
sevu pDG148 je zapis za odpornost proti kanamicinu, ki se konstitutivno izraža. Pri sevu 
317 je v poliklonsko mesto plazmida dodan ORF-7, katerega prepis se inducira z dodatkom 
IPTG-ja. Posledično je gp7 gotovo prisoten v notranjosti celice in ta sev lahko uporabimo 
kot kontrolo inhibicije sinteze beta-galaktozidaze zaradi kompleksa LexA-gp7.  
Naredili smo poskuse na trdih in v tekočih gojiščih. Pri gojenju v tekočih gojiščih smo za 
substrat s  katerim spremljamo promotorsko aktivnost in posledično aktivnost encima, 
uporabili ONPG, pri gojenju na trdih gojiščih pa X-gal (modro-beli test).  
 
 4.4.1 β-galaktozidazni test na trdih gojiščih (modro-beli test) 
 
Sev 317 (pDG148-ORF7/pHT304.18Z-Din1-2) smo uporabili kot kontrolni sev, saj nam 
zaradi sinteze proteina v notranjosti celice kaže, kakšne so kolonije, če se gp7 nahaja v 
notranjosti celice. Vidimo torej kakšne bodo postale kolonije seva 607 
(pDG148/pHT304.18Z-Din1-2), če Gp7_sigBT preide v notranjost.  
 
V prvem poskusu smo na gojišče dodali mitomicin C v koncentraciji 50 ng/mL. X-gal smo 
raztopili v organskem topilu DMF (dimetilformamid). Nobena kolonija na nobeni plošči ni 
zrasla (Slika 16). Težavo smo imeli tudi pri sušenju nakapanega proteina; sprva smo plošče  
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Slika 16: Plošče LB s kanamicinom (50 µg/mL), eritromicinom (25 µg/mL), IPTG-jem (1 mM), 
mitomicinom C (50 ng/mL) in X-galom, raztopljenim v DMF-ju (0,20 mg/mL) z inokuliranim sevom 607 na 
mehkem agarju. Na plošče je bilo nakapljano 5,1 µg nerezanega proteina Gp7_sigBT, 1,9 µg proteina 
Gp7_sigBT s prosto signalno sekvenco, 0,95 µg proteina Gp7_sigBT s prosto signalno sekvenco, 15,5 µg 
proteina gp7 brez signalne sekvence in 10 µL dializnega pufra. Na gojišču ni zrasla nobena kolonija.  
 
Ker na ploščah ni zrasla nobena kolonija seva 607 ali 317, smo preverili, kaj bi inhibiralo 
bakterijsko rast. Pripravili smo plošče brez X-gala in eno še brez mitomicina C. Na plošči 
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Slika 17: Plošče brez X-gala (obe) in brez mitomicina C (levo). Na plošči brez mitomicina (levo) zrastejo 
kolonije. Vidna je razrast skoraj preko cele plošče.  
 
Pripravili smo plošče z nižjo vsebnostjo mitomicina (5 ng/mL). Po dodatku kapljic 
proteina so bile plošče posušene s prepihovanjem in nato inkubirane. Ponovno ni zrasla 
nobena kolonija na nobeni plošči.  
 
Nazadnje smo pripravili plošče brez mitomicina C. Na ploščah s sevom 607 zrastejo bele 
kolonije (Slika 18), kar nakazuje, da bakterije brez ali ob kontaktu z gp7 ali derivatom tega 
proteina niso aktivirale promotorja P1-P2. Glede na literaturo je ta rezultat neujemajoč, 















Slika 18: Plošče LB s kanamicinom (50 µg/mL), eritromicinom (25 µg/mL), IPTG-jem (1 mM) in X-galom, 
raztopljenim v DMSO-ju (0,20 mg/mL) s sevom 317 ali 607 zraslim v mehkem agarju. Na plošče je bilo 
nakapljano 5,1 µg nerezanega proteina Gp7_sigBT, 1,9 µg proteina Gp7_sigBT s prosto signalno sekvenco, 
0,95 µg proteina Gp7_sigBT s prosto signalno sekvenco, 15,5 µg proteina gp7 brez signalne sekvence in 10 
µL dializnega pufra. Na ploščo spodaj desno so bile narejene luknjice, da bi točno lokalizirali nanešene 
snovi. Nanesli smo Gp7_sigBT s prosto signalno sekvenco, gp7 brez signalne sekvence in dializni pufer. 
Zrastejo bele kolonije seva 607. Na dveh ploščah pa sev 317 in 607 ne zraste.   
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4.4.2 β-galaktozidazni test v tekočih gojiščih (test ONPG)  
 
Pri tem poskusu smo kot substrat za encim β-galaktozidazo uporabili ONPG. Ob gojenju 
sevov smo z dodatkom IPTG-ja sprožili sintezo gp7 v sevu 317. V gojišča smo dodali 
Gp7_sigBT s prosto signalno sekvenco oz. brez nje in pustili ~ 1 h, da bi protein lahko 
prešel v notranjost. 4 ure po začetku izvajanja poskusa smo dodali še mitomicin C za 
uvedbo poškodb na DNA in aktivacijo odziva SOS. Vzorce smo jemali na pol ure, da bi 
lahko spremljali spremembo aktivnosti promotorja v času (Preglednica 17, Slika 20). 
 
Za test ONPG smo pripravili celični lizat, saj se aktiven encim nahaja v notranjosti celice, 
substrat pa je dodan kasneje. Razgradnja ONPG z β-galaktozidazo je opazna, saj se vzorci 
obarvajo rumeno. Glede na količino razpadlega substrata smo izračunali aktivnost encima, 
ki se izraža v Millerjevih enotah. 
 
Pri sevu 317 je absorbanca nizka, o-nitrofenol ni prisoten, torej encim ne cepi ONPG-ja, 
ker β-galaktozidaza ni sintetizirana (Slika 19). Promotor je zaradi prisotnosti gp7 
neaktiven. Pri sevih 607 je absorbanca višja, o-nitrofenol je prisoten, torej je prisoten 
aktiven encim, ki cepi ONPG. Rastne krivulje sevov so prikazane na sliki 20. 
 
Preglednica 17: Absorbanca pri 595 in 420 nm in izračunana aktivnost encima ter standardna deviacija v času 
0, 30, 60 ali 90 min po sprožitvi poškodbe DNA v bakteriji. Uporabili smo sev 317, 607, 607 z Gp7_sigBT s 
prosto signalno sekvenco in 607 z gp7 brez signalne sekvence. V vsak vzorec je bil ob času 0 min dodan tudi 
mitomicin C (50 ng/mL). Za vsako opcijo smo imeli 3 enake vzorce, skupno 12. Podane so absorbance pri 
595 in 420 nm. 595 nm smo pomerili pred dodatkom pufra Z, 420 nm pa po koncu reakcije (absorbanca o-
nitrofenola). V preglednici so že vrednosti, ki so rezultat razlike absorbance standarda in absorbance 
dializnega pufra. Iz absorbanc, časa poteka reakcije (21 min) in volumna supernatanta, ki smo ga prenesli v 
mikrotitrno ploščo (250 µL), smo po enačbi (2) izračunali aktivnost encima, ki se izraža v Millerjevih enotah. 
Izračunali smo še povprečje in standardno deviacijo.  
 
 0' 











317 z mitomicinom 0,548 -0,0001 -0,0348 0,1416 0,3249 
0,668 -0,0002 -0,0570 
0,59 0,0016 0,5165 
607 z mitomicinom 0,262 0,2538 184,5147 136,6823 58,7498 
0,236 0,0881 71,1057 
0,298 0,2416 154,4263 
607 z mitomicinom in 
Gp7_sigBT 
0,304 0,231 144,6115 174,4286 25,8401 
0,212 0,212 190,2965 
0,236 0,233 188,3777 
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Nadaljevanje preglednice 17: Absorbanca pri 595 in 420 nm in izračunana aktivnost encima 
ter standardna deviacija v času 0, 30, 60 ali 90 min po sprožitvi poškodbe DNA v bakteriji 











      607 z mitomicinom in 
gp7 brez signalne 
sekvence 
0,362 0,2255 118,6530 146,0220 30,2077 
0,242 0,2267 178,4337 
0,284 0,2102 140,9792 
 
30' 













0,94 0,0051 1,0334 0,8668 0,1882 
1,006 0,0035 0,6627 
1,032 0,0049 0,9044 
607 z 
mitomicinom 
0,418 0,3824 174,2538 169,1302 31,7306 
0,388 0,4033 197,9872 





0,482 0,3726 147,2436 175,8204 37,0234 
0,326 0,3725 217,6453 
0,428 0,3653 162,5723 
607 z 
mitomicinom 
in gp7 brez 
signalne 
sekvence 
0,378 0,4189 211,0859 178,9564 33,70873 
0,454 0,3429 143,8641 
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1,392 0,0002 0,0274 0,2117 
 
0,1928 
 1,572 0,0034 0,4120 
1,556 0,0016 0,1959 
607 z 
mitomicinom 
1,252 0,4886 74,3344 146,5414 
 
63,8514 
 0,484 0,4969 195,5529 




0,608 0,6738 211,0902 163,0378 
 
44,5716 
 0,7 0,4522 123,0476 
0,624 0,5077 154,9756 
607 z 
mitomicinom 
in gp7 brez 
signalne 
sekvence 
0,456 0,4938 206,2657 195,7297 
 
9,357999 
 0,6 0,6065 192,5397 

















1,804 0,0079 0,8341 1,3257 
 
1,2545 
 1,8 0,0037 0,3915 
1,876 0,0271 2,7515 
607 z 
mitomicinom 
0,74 0,7061 181,7503 182,8992 
 
12,3471 
 0,632 0,6496 195,7806 




0,792 0,8778 211,1111 193,4359 
 
16,5105 
 0,592 0,5545 178,4106 
0,676 0,6771 190,7861 
607 z 
mitomicinom 
in gp7 brez 
signalne 
sekvence 
0,56 0,6132 208,5714 195,7271 
 
11,20235 
 0,732 0,7224 187,9781 
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Slika 19: Povprečna aktivnost encima β-galaktozidaze v kulturi B. thuringiensis z intracelularno 
sintetiziranim proteinom gp7 ali ob ekstracelularno dodanem gp7 ali njegovim derivatom. Na y osi so 
prikazane aktivnosti encima v Millerjevih enotah v odvisnosti od časa. Pri sevu 317 je promotor neaktiven, β-
galaktozidaza ne cepi ONGP-ja, zato ne pride do nastanka o-nitrofenola. Pri sevih 607 je promotor ves čas 
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Slika 20: Rastne krivulje sevov 607 in 317, absorbanca pri valovni dolžini 595 nm v odvisnosti od časa. 
Povečevanje absorbance v času nakazuje na bakterijsko rast. Pri eni ponovitvi seva 607 z dodanim 
mitomicinom C in 607 z dodanim mitomicinom C in Gp7_sigBT s prosto signalno sekvenco je zaznan padec 
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4.5 PREVERJANJE PRISOTNOSTI PROTEINOV NA NaDS GELU SurePAGE 
 
Med eksperimentom smo vzeli vzorca kulture 607 z dodanim Gp7_sigBT s prosto signalno 
sekvenco in 607 z dodanim gp7 brez signalne sekvence, pred dodatkom pufra Z. Vzorca 
smo centrifugirali, da smo posedli bakterije, in dobljeni supernatant nanesli na gel skupaj z 
nerezanim proteinom Gp7_sigBT (na proteinu je prisoten tudi histidinski repek) kot 
standardom. V obeh supernatantih je bil protein prisoten, s čimer smo potrdili, da je bil v 
gojišču in bi lahko prešel v celico (Slika 21). Hkrati intenzivni lisi na gelu nakazujeta, da v 
celico ni prehajal, ampak ostal v gojišču.  
 
Slika 21: Preverjanje prisotnosti proteinov v gojišču po dodatku proteina gp7 ali njegovega derivata s 
signalnim zaporedjem. Proteini so bili ločeni na gelu SurePAGE 4-20 % in nanešeni po vrstnem redu: PL – 
proteinska lestvica, 1 – supernatant iz epruvete s sevom 607 in dodanim Gp7_sigBT s prosto signalno 
sekvenco (40 µL), 2 – 1,2 µg nerezanega Gp7_sigBT, 3 - supernatant iz epruvete s sevom 607 in dodanim 
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5 RAZPRAVA  
 
V magistrski nalogi smo se osredotočili na izolacijo rekombinantnega proteina gp7 s 
signalno sekvenco za vstop v bakterijo Bacillus thuringiensis (Gp7_sigBT). Izolirali smo 
tudi proteine gp7 in DdrR s signalno sekvenco za vstop v bakterijo Staphylococcus aureus 
ter DdrR s signalno sekvenco za vnos v bakterijo B. thuringiensis. Ker je dokazana najvišja 
afiniteta vezave LexA iz Bacillus thuringiensis in fagnega gp7 (Caveney in sod., 2019), 
smo v nadajevanju eksperimenta uporabljali rekombinantni protein gp7 s signalno 
sekvenco za Bacillus thuringiensis (Gp7_sigBT). Ostale proteine bodo uporabili drugi 
raziskovalci, ki na Katedri za biokemijo (UL, BF) raziskujejo na tej temi. 
 
Sprva smo ekspresijski vektor pET29b(+) z ustreznim vključkom s transformacijo 
vstavljali v sev BL21(DE3) pLysE E.coli. Izolacija proteinov ni bila uspešna (Slika 9), kar 
pojasnjujemo s tem, da je na plazmidu pLysE zapis za lizocim T7, ki tvori kompleks in 
prepreči transkripcijo RNA-polimeraze T7. Ker polimeraza ni aktivna, protein ne more 
nastajati. Šele z dodatkom IPTG-ja je sprožena sinteza. V sevu brez plazmida pLysE pa se 
sinteza začne že pred dodatkom IPTG-ja, čeprav v manjših količinah. V sevu  BL21(DE3) 
pLysE se tako na splošno sintetizira manj proteina, ker je nastanek zavrt z lizocimom. 
Prisotnost lizocima T7 sicer olajša celično lizo in čiščenje tarčnega genskega produkta, a je 
lizocim T7 bolj primeren za izražanje genov z zapisom za toksične produkte (Studier, 
1991, Thermo Fisher, 2020). 
 
Tudi pri optimizaciji sinteze rekombinantnih proteinov smo še uporabljali sev BL21(DE3) 
pLysE E.coli. Na podlagi rezultatov ne dobimo jasnega zagotovila, pri kateri temperaturi je 
sinteza določenega proteina najuspešnejša, saj sta najuspešnejši izolaciji za Gp7_sigSA pri 
obeh temperaturah (Preglednica 10). Iz predhodnih eksperimentov pa je razvidno, da je 
izolacija proteina gp7 uspešnejša pri 37 °C (Fornelos in sod., 2011). 
 
Izolacija proteinov po pridobivanju celične mase v BL21(DE3) je bila uspešna (Slika 10). 
Očiščena proteina sta velika 8382,24 Da (Gp7_sigBT), 8415,27 Da (Gp7_sigSA), a sta na 
NaDS PAGE gelu vidna kot lisi v velikosti med 10 in 15 kDa in ne pod 10 kDa. Kljub 
temu verjamemo, da gre za rekombinantna proteina, saj pri analizi z NaDS PAGE 
pridobimo približno molekulsko maso analiziranih proteinov. Proteina z identičnima 
masama lahko imata različno pot, saj je odvisna od razmerja mase in naboja ter premera 
(Stoksov premer). To je odvisno od aminokislinske sestave, priprave vzorcev, 
posttranslacijskih modifikacij in naboja molekul (Weber in Osborn, 1969, Matsumoto in 
sod., 2019).  
 
Vrste iz rodu Bacillus v svoje okolje sprošča številne proteaze, eksopolisaharide in dele 
DNA, ki jim pomagajo pri tvorbi biofilma (Marlow in sod., 2014). Zato smo preverili, da 
proteaze, ki so sproščene v gojišče, ne režejo rekombinantnega proteina gp7 s prosto 
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signalno sekvenco (Gp7_sigBT), saj mora biti za nadaljevanje poskusa v gojišču prisoten 
kot intakten protein. Analiza z NaDS PAGE nakazuje, da ni prišlo do proteolitske 
razgradnje dodanega gp7 oziroma njegovega derivata v izrabljeno gojišče oziroma se 
odcepi le posamezen ali nekaj aminokislinskih ostankov (Slika 12). Za identifikacijo 
slednjega pa bi potrebovali natančnejšo analizo, npr. Edmanovo razgradnjo ali masno 
spektrometrijo, saj je po 1 h inkubaciji nespremenjene velikosti prisoten v gojišču. 
Predvidevamo, da je gp7 stabilen protein. Zato lahko našo hipotezo, da je mali protein gp7 
stabilen v izrabljenem gojišču bakterije Bacillus thuringiensis, potrdimo.  
 
Za odstranjevanje histidinskega repka smo uporabili rekombinantno enterokinazo, kar je 
primerno, saj v celoti odstrani tarčno zaporedje in ostane prosta signalna sekvenca. 
Količina encima, ki ob inkubaciji preko noči uspešno odstrani večji del histidinskih repkov 
proteina, je 1 encimska enota na 20 µg proteina (Slika 14).  
 
Zanimalo nas je, ali bo protein Gp7_sigBT s prosto signalno sekvenco prešel v notranjost 
celice. To smo želeli preveriti z analizo promotorske aktivnosti z modro-belim testom. Za 
preverjanje aktivnosti promotorja smo uporabili plazmid pHT304.18Z-Din1-2, kjer je gen 
lacZ sklopljen s promotorjem P1, P2 bakteriofaga GIL01 (Fornelos in sod., 2011). Če je 
promotorski kompleks aktiven, pride do nastanka aktivnega encima β-galaktozidaze, ki 
cepi X-gal in posledično so kolonije modro obarvane. Promotor je aktiven, če je na 
promotorsko področje vezan le LexA in ni aktiven, če je vezan LexA v kompleksu z gp7 
(Fornelos in sod., 2015). Za ekspresijski sev pa smo uporabili ekspresijski plazmid 
pDG148, kjer je bil v MCS vstavljen gen za gp7 (ORF7). Ekspresija je bila pod nadzorom 
inducibilnega promotorja z IPTG-jem. Sev 317, ki je imel plazmid pDG148-ORF7, nam je 
služil kot kontrola; rezultati so pokazali, kakšne bi bile kolonije, če bi Gp7_sigBT s prosto 
signalno sekvenco prešel v notranjost celice, saj je bil v tem sevu gp7 v celici že tako 
prisoten zaradi ekspresije (Slika 22). Kolonije tega seva bi bile bele, saj gp7 prepreči 
disociacijo LexA s promotorske regije P1-P2 na plazmidu pHT304.18Z-Din1-2. 
Transkripcija gena lacZ bi bila tako onemogočena, saj se RNA-polimeraza ne bi mogla 
vezati, ker promotorske regije prekriva LexA. Brez transkripcije ne nastane RNA in tako ni 
sinteze proteina – encima β-galaktozidaze.  
 
Ker nam v prvem poskusu, ko smo imeli plošče z antibiotikoma (kanamicin in 
eritromicin), mitomicinom C in X-galom ni zrasla nobena kultura (Slika 16), smo preverili, 
kaj bi lahko inhibiralo bakterijsko rast na trdnem gojišču in ugotovili, da jo zavira 
mitomicin C (Slika 17). Za izvedbo modro-belega testa smo uporabili mehki agar, da so 
celice med sabo ločene in imajo vse dostop do istih reagentov. Mitomicin C je 
genotoksična snov, ki povzroči poškodbe na DNA (Fornelos in sod., 2011). Učinek 
mitomicina C na celice je odvisen od količine. Nad določeno koncentracijo mitomicin C 
pobije vse celice, v subinhibitornih koncentracijah pa povzroča poškodbe DNA, ki so 
obsežne a obvladljive, tako da jih bakterija lahko popravi in preživi. Ob tem se sproži 
57 
Zupančič Š. Analiza lastnosti proteina gp7 bakteriofaga GIL01. 




odziv SOS in temperatni bakteriofagi vstopijo v litičen cikel (Fornelos in sod., 2016). Vrste 
rodu Bacillus so fakultativno anaerobne bakterije, ki so občutljive na koncentracijo kisika 
(Jouzani in sod., 2017). Na trdih gojiščih z mitomicinom C kulture tako najverjetneje ni 
rastla, ker je poleg prisotnosti mitomicina C trpela še pomanjkanje kisika, kar ji ni 
omogočilo normalne procese ali popravljanja, in je zato propadla. Pri ploščah brez 
mitomicina C smo zabeležili bakterijsko rast, vendar so se vse kolonije obarvale belo ne 
glede na prisotnost gp7 ali prisotnost proteina Gp7_sigBT s signalno sekvenco. Pri sevu 
317 smo pričakovali bele kolonije, pri 607 pa modre, saj je promotorska regija aktivna in 
encim nastaja (Slika 22). Na mesta, kjer smo na ploščo nakapljali Gp7_sigBT s signalno 
sekvenco, pa bi se kolonije ob prehodu proteina v celico obarvale belo, saj encim ne bi bil 
aktiven (Slika 18). Rezultat je nepričakovan, zato smo naredili še β-galaktozidazni test v 
tekočih gojiščih.  
 
 
Slika 22: Shema testa prehoda proteinov Gp7_sigBT (protein s prosto signalno sekvenco) v B. thuringiensis z 
analizo promotorske aktivnosti z β-galaktozidaznimi testi na trdih gojiščih. Če je promotor P1-P2 aktiven, 
nastane aktivna β-galaktozidaza, ki cepi X-gal in posledično so kolonije modro obarvane. Če je prisoten gp7, 
zaradi prehoda v celico ali ker se v celici izraža na plazmidu pDG148-ORF7, se poveže z LexA, ki utiša 
aktivnost promotorja, encim ni aktiven, zato so kolonije bele.  
 
V tekočih gojiščih je bil substrat za encim β-galaktozidazo ONPG, ki se ob razcepu obarva 
rumeno, aktivnost encima pa se spremlja prek merjenja absorbance o-nitrofenola pri 
valovni dolžini 420 nm. Pri sevu 317 je absorbanca konstantno nizka (Slika 19, 
Preglednica 17). Promotor je neaktiven, saj je nanj vezan LexA z gp7, encim se ne 
sintetizira in ni nastanka o-nitrofenola. Pri sevu 607 je promotor aktiven, saj gp7 ni 
prisoten in se gen lacZ prepisuje, nastaja aktivna β-galaktozidaza, ki cepi ONPG. 
Aktivnost promotorja tako zaznamo z merjenjem absorbance, saj je prisoten o-nitrofenol, 
ki je produkt cepitve molekul ONPG. Pri sevu 607, kjer je bil v gojišče dodan Gp7_sigBT 
s prosto signalno sekvenco, je glede na rezultate (Slika 19) promotor ravno tako aktiven. 
To nakazuje, da protein v notranjost celice ni prehajal kljub signalni sekvenci. Vpliv na 
meritev je lahko imel akumuliran encim β-galaktozidaza, ki ga ne moremo odstraniti iz 
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celice. Če bi protein uspešno prešel v celico, bi se gp7 vezal na LexA, ki bi se vezal na P1, 
kar bi utišalo transkripcijo in encim ne bi nastajal kot pri sevu 317. Potrebno je poudariti, 
da smo gp7 ali njegov derivat dodali bakterijam kmalu po inokulaciji in nekaj ur pred 
dodatkom mitomicina C, torej bi gp7, če je prehajal v celico, najverjetneje zaznali. 
Rezultat tako ne potrjuje naše hipoteze, da bo protein s signalno sekvenco uspešno prehajal 
v notranjost celice in eksperimentov, ki so jih opravili Rajarao in sod. (2002). Rajarao in 
sod. (2002) so bakterije (S. aureus, B. subtilis in E. coli) inkubirali s proteini GFP s 
peptidno sekvenco 1 h pri 30 °C ter po inkubaciji celice sprali in pogledali pod 
fluorescentnim mikroskopom. Uspešnost prehoda v celico so ocenili z lokalizacijo GFP-ja 
in tako izbrali, katera peptidna sekvenca omogoča uspešno prehajanje. Možno je, da so 
peptidno sekvenco označili za ustrezno za prehod, čeprav je ostala skupaj z GFP le 
pritrjena po površini celice in je celica zaradi tega pod mikroskopom fluorescirala, saj 
molekularnih mehanizmov prehoda niso raziskali in so bili označeni za neznane. Pri našem 
eksperimentu je bil aktiven promotor ravno tako pri sevu 607 s proteinom gp7 brez 
signalne sekvence, kar je pričakovano, saj ni razloga, da bi protein prehajal iz medija v 
celico. Rastne krivulje bakterij prek merjenja absorbance nakazujejo bakterijsko rast (Slika 
20). Naše kulture so se večinsko rastle. Pri sevu 607 z dodanim mitomicinom in 607 z 
dodanim mitomicinom in Gp7_sigBT s prosto signalno sekvenco je zaznan padec rasti po 
60 na 90 minut (Slika 20), ki ga pojasnjujemo kot naključen.  
 
V 1 mL gojišča smo dodali protein gp7 s končno koncentracijo 30 µg/mL. To pomeni, da 
je v gojišču 2007348333333333 molekul proteina oziroma da je molarna koncentracija 
3,33 nmol. Kulture, ki smo jim dodali Gp7_sigBT s prosto signalno sekvenco, so imele na 
začetku OD 0,3. Če je v kulturi 10
8 
celic, je na eno celico na voljo 20 x 10
6
 molekul 
proteina. Molekul je bilo torej v gojišču res veliko in bi lahko prišlo do prehoda v celico in 
inhibicije sinteze poročevalskega encima.  
Med β-galaktozidaznim testom v tekočih gojiščih smo med eksperimentom vzeli vzorca 
kulture 607 z dodanim Gp7_sigBT s prosto signalno sekvenco in 607 z dodanim gp7 brez 
signalne sekvence, pred dodatkom pufra Z. Supernatant smo nanesli na NaDS gel in 
potrdili, da se je gp7 med eksperimentom res nahajal v gojišču in bi lahko prešel v celico, 
če bi signalne sekvence to omogočale (Slika 21). Protein gp7 je bil dodan v veliki količini. 
Sevi B. thuringiensis v gojišče sproščajo veliko snovi, a iz močne lise na gelu v višini gp7 
vidimo, da je v supernatantu v glavnini najverjetneje zastopan gp7. To nam torej nakazuje 
dvoje: v gojišču je bil intakten protein prisoten tekom poskusa in ni prešel v celico, saj se 
je še vedno nahajal v gojišču.  
 
Rezultati nakazujejo, da protein gp7 ne more prosto vstopati v bakterijo. Ugotavljamo tudi, 
da gp7 s peptidno sekvenco, ki naj bi omogočila prehod proteinov v bakterijo, prav tako ne 
prehaja  iz gojišča v notranjost celice.  
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 Za sintezo rekombinantnih proteinov gp7 in DdrR je primernejši sev E. coli 
BL21(DE3) kot E. coli  BL21(DE3) pLysE.  
 Rekombinantne proteine gp7 in DdrR lahko pridobimo v topni obliki iz citoplazme 
E. coli BL21(DE3) z afinitetno kromatografijo z agarozo Ni-NTA. 
 Proteaze in ostali metaboliti, ki jih v gojišče sprošča bakterija B. thuringiensis 
serovar israelensis, ne povzročijo razgradnje proteina gp7 v eni uri pri 30 °C. 
 Protein gp7 s signalno sekvenco YKKSNNPFSD ob dodatku v gojišče 
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